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Patentanspriiche 

1 . Verfahren zur Herstellung mehrfach ungesattigter Fettsauren in einem - 

Organismus, dadurch gekennzeichnet, dass das Verfahren folgende Schritte - 
umfasst: 

a) Einbringen mindestens einer Nukleinsauresequenz in den Organismus 
mit der in SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, 
SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 1 1, SEQ ID NO: 13, 

SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18 Oder SEQ ID NO: 20 
dargestellten Sequenz, die fur ein Polypeptid mit einer Lysophosphatidsau- 
re Acyltransferase-Aktivitat codiert; oder 

b) Einbringen mindestens einer Nukleinsauresequenz in den Organismus mit 
der in SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 24 Oder SEQ ID NO: 26 dargestellten 
Sequenz, die fur ein Polypeptid mit einer GIycerin-3-phosphat Acyl- 
transferase-Aktivitat codiert; oder 

c) Einbringen mindestens einer Nukleinsauresequenz in den Organismus mit 
der in SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 30 oder SEQ ID NO: 32 dargestellten 
Sequenz, die fur ein Polypeptid mit einer Diacylglycerin Acyltransferase- 
Aktivitat codiert; oder 

d) Einbringen mindestens einer Nukleinsauresequenz in den Organismus mit 
der in SEQ ID NO: 34 oder SEQ ID NO: 36 dargestellten Sequenz, die fur 
ein Polypeptid mit einer Lecithin Cholesterin Acyltransferase-Aktivitat - 
codiert; oder 

e) Einbringen mindestens einer Nukleinsauresequenz in den Organismus, 
die sich als Ergebnis des degenerierten genetischen Codes von den in 
SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, 

SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13, 
SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20, 
SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 28, 
SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 34 oder SEQ ID NO: 36 
enthaltenden codierenden Sequenz ableiten lasst, oder 

f) Einbringen mindestens eines Derivates der in SEQ ID NO: 1, 
SEQ ID NO:3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, 
SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, 
SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 22, 
SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 30, 
SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 34 oder SEQ ID NO: 36 dargestellten - 
Nukleinsauresequenz in den Organismus, die fur Polypeptide mit der 
in SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, 
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SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 19, 
SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 27^ 
SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 35 - 
Oder SEQ ID NO: 37 dargestellten Aminosauresequenz codieren und - 
mindestens 40 % Homologie auf Aminosaureebene mit SEQ ID NO: 2, 
SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, 
SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 21, 
SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 29, 
SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 35 Oder SEQ ID NO: 37 
aufweisen und eine aquivalente Lysophosphatidsaure Acyltransferase- 
Aktivitat, Glycerin-3-phosphat Acyltransferase-Aktivitat, Diacylglycerin - 
Acyltransferase-Aktivitat oder Lecithin Cholesterin Acyltransferase-Aktivitat 
aufweisen, und 

g) kultivieren und ernten des Organismus. 

2. Verfahren zur Herstellung mehrfach ungesattigter Fettsauren nach Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet, dass zusatzlich zu den unter (a) bis (f) genannten - 
Nukleinsauresequenzen weitere Nukleinsauresequenzen in den Organismus 
eingebracht wurden, die fur Polypeptide des Fettsaure- oder Lipidstoffwechsels 
ausgewahlt aus der Gruppe Acyl-CoA-Dehydrogenase(n), Acyl-ACP[= acyl - 
carrier protein]-Desaturase(n), Acyl-ACP-Thioesterase(n), Fettsaure-Acyl- 
Transferase(n), Acyl-CoA:Lysophospholipid-Acyltransferase(n), Fettsaure- 
Synthase(n), Fettsaure-Hydroxylase(n), Acetyl-Coenzym A-Carboxylase(n), - 
Acyl-Coenzym A-Oxidase(n), Fettsaure-Desaturase(n), Fettsaure- 
Acetylenase(n), Lipoxygenase(n), Triacylglycerol-Lipase(n), Allenoxid- 
Synthase(n), Hydroperoxid-Lyase(n) oder Fettsaure-Elongase(n) codieren. 

3. Verfahren zur Herstellung mehrfach ungesattigter Fettsauren nach Anspruch 1 
oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass zusatzlich zu den unter (a) bis (f) genann- 
ten Nukleinsauresequenzen weitere Nukleinsauresequenzen in den Organismus 
eingebracht wurden, die fur Polypeptide codieren ausgewahlt aus der Gruppe 
Acyl-CoA:Lysophospholipid-Acyltransferase, A-4-Desaturase, A-5-Desaturase, 
A-6-Desaturase, A-8-Desatuase, A-9-Desaturase, A-12-Desaturase, A-5- 
Elongase, A-6-Elongase oder A-9-Elongase. 

4. Verfahren zur Herstellung mehrfach ungesattigter Fettsauren nach den - 
Anspruchen 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei den hergestellten 
mehrfach ungesattigten Fettsauren urn C 18 -, Car, C22- oder C2 4 -Fettsauren - 
handelt. 

5. Verfahren zur Herstellung mehrfach ungesattigter Fettsauren nach den - 
Anspruchen 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass die mehrfach ungesattigten 
Fettsauren aus dem Organismus in Form eines Ols, Lipids oder einer freien Fett- 
saure isoliert werden. 
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6. Verfahren zur Herstellung mehrfach ungesattigter Fettsauren nach den - 
Anspruchen 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei den im Verfahren 
hergestellten mehrfach ungesattigten Fettsauren urn C 18 -, C 2 o- C22- Oder C 24 - 
Fettsauren mit mindestens zwei Doppelbindungen im Molekul handelt. 

7. Verfahren zur Herstellung mehrfach ungesattigter Fettsauren nach den - 
Anspruchen 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass im Verfahren eine mehrfach 
ungesattigte Fettsaure ausgewahlt aus der Gruppe Dihomo-Y-Knolensaure, - 
Arachidonsaure, Eisosapentaensaure, Docosapentaensaure und Docosa- 
hexaensaure hergestelltwird. 

8. Verfahren zur Herstellung mehrfach ungesattigter Fettsauren nach den - 
Anspruchen 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass der Organismus ein Mikro- 
organismus, ein nicht-humanes Tier Oder eine Pflanze ist. 

9. Verfahren zur Herstellung mehrfach ungesattigter Fettsauren nach den - 
Anspruchen 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass der Organismus eine trans- 
gene Pflanze ist. 

10. Verfahren zur Herstellung mehrfach ungesattigter Fettsauren nach den - 
Anspruchen 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dass die transgene Pflanze eine 
Olfruchtpflanze ist 

1 1 . Isolierte Nukleinsauresequenz ausgewahlt aus der Gruppe: 

a) einer Nukleinsauresequenz mit der in SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, 
SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, 

SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, 
SEQ ID NO: 18 Oder SEQ ID NO: 20 dargestellten Sequenz, 

b) Nukleinsauresequenzen, die sich als Ergebnis des degenerierten 
genetischen Codes von der in SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, 
SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, 
SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, 

SEQ ID NO: 18 oder SEQ ID NO: 20 enthaltenden codierenden Sequenz 
ableiten lassen 

c) Derivate der in SEQ ID NO: 1 , SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, 
SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11, 

SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18 oder 
SEQ ID NO: 20 dargestellten Nukleinsauresequenz, die fur Polypeptide 
mit der in SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, 
SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 19 oder 
SEQ ID NO: 21 dargestellten Aminosauresequenz codieren und 
mindestens 40 % Homologie auf Aminosaureebene mit SEQ ID NO: 2, 
SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, 
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a) 
b) 



13. 



14. 



^JiSSSSSSSSSSSSS" 

Isolierte Nukteinsauresequenz ausgewahlt aus der Gruppe: 

SEQ ,D NO: 26 enthaHenden 
c) Derivate der in SEQ ID NO- 99 Qcn m o„ 

ebene mil SEQ ID NO- 23 SEO H ~ ^ ""mologB auf Aminosaure- 

Isolierte Nukleinsauresequenz ausgewahlt aus der Gruppe: 

a) einer Nukleinsauresequenz mit der in SEQ ID NO- 28 <?Pn in on , 
SEQ ID NO: 32 dargestellten Sequenz ' ° ° N ° : 30 ° der 

Nukteinsauresequenzen, die sich als Ergebnis des degenerierten 
SEQ ID NO. 32 enthaltenden codierenden Sequenz ableiten lassen 
c) Derivate der in SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 30 oder SEQ ID NO- v 

?eqTdn^ 

ebene mit SEQ ID NO- 29 SEO in S3 \? t Homolo 9 ,e auf Aminosaure- 
und eine Diacylg,^ " ~ 

isolierte Nukleinsauresequenz ausgewahlt aus der Gruppe: 

' 2S222SS5~~ ^ ^ ,n SE ° ' D "°- 34 «*' SE ° » NO: 36 

Nukteinsauresequenzen, die sich als Ergebnis des deaenarfertan 
genetischen Codes von der in SEQ ID NO 34 oder slo .n no V« 
haltenden codierenden Sequenz ableiten lessen : 36 



b) 



a) 
b) 
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c) Denvate der ,n SEQ ID NO: 34 Oder SEQ ID NO: 36 dargestellten - 
Nukleinsauresequenz, die fur Polypeptide mit der in SEQ ID NO- 35 - 
Oder SEQ ID NO: 37 dargestellten Aminosauresequenz xodieren und - 
mindestens 40 % Homologie auf Aminosaureebene mit SEQ ID NO 35 
Oder SEQ ,D NO: 37 aufweisen und eine Lecithin Cho^stenn Acy, " 
transferase-Aktivitat aulweisen. V 

Isolierte Nukleinsauresequenz nach einem der Anspruche 1 1 bis 14 wobei die 
Sequenz aus einem Eukaryont stammt. 



17 



18. 

15 



20 



19. 

25 



) 20. 
21. 

22. 



16. A^'-nosauresequenz, die von einer isolierten Nukleinsauresequenz nach einem 
der Anspruche 1 1 bis 14 codiert wird. 

?i e Kl C « 5 °iI tmk K en i hal ;f nd Sine iS ° ,ierte Nukle, 'nsaure nach einem der Anspruche 

Genkonstrukt nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dass das Nuklein- 
saurekonstrukt zusatzliche Biosynthesegene des Fettsaure- Oder Lipidstoff " 
wechsels enthait ausgewaNt aus der Gruppe Fettsaure- Oder Up idsSechsels 
ausgewah t aus der Gruppe Acyl-CoA-Dehydrogenase(n), Acyi-ACP =^y, 

Zl^T^ e ^ raSe(n) ' ^-ACP-Thioesterase/n). MhSLS- 
^S^Tl' ^- CoA:L y s °P hos P ho «Pi<l-Acyltransfer;se(n). Fettsaure^ 
Syn thase(n), Fettsaure-Hydroxylase(n) 1 Acetyl-Coenzym A-Carboxvlas2n) 
Acyl-Coenzym A-Oxidase(n), Fettsaure-Desaturase(n) Fetts^ure^ 

S^^ (n ^ lP ° men f Se{n) ' ^V'g^erol-LipaseCn), Allenoxid- 
Synthase(n), Hydroperoxid-Lyase(n) oder Fettsaure-Elongase(n). 

Genkonstrukt nach Anspruch 17 oder 18, dadurch gekennzeichnet dass das 
Nuklemsaurekonstrukt zusatzliche Biosynthesegene des Fettsaunt oder 
Upidstoffwechsels enthait ausgewahlt aus der Gruppe der Acyl 
CoA:Lysophospholipid-Acyltransferase, A-4-Desaturase, A-5-Desaturase A 6 

Transgener nicht-humaner Organismus, enthaltend mindestens eine Nuklein- 

17 U bT, 10 h 11 WS 14 ' ein ^nkonstrukt nach den Ansp^chen 

17 bis 19 oder einen Vektor nach Anspruch 20. "nsprucnen 

Transgener nicht-humaner Organismus nach Anspruch 21 , wobei der - 
Orgamsmus ein Mikroorganismus, ein nicht-humanes Tier oder "ne Pflanze ist. 
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Transgener nicht-humaner Organismus nach Anspruch 21 oder 22 wobei der 
Organismus eine Pflanze ist. 

Ol, Lipide Oder Fettsauren oder eine Fraktion davon, hergestellt durch das 
Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 10. 

OI-, Lipid- oder Fettsaurezusammensetzung, die mehrfach ungesattigter 
Fettsauren hergestellt nach einem Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 10 
umfasst und von transgenen Pflanzen stammt. 

Verwendung von Ol, Lipide oder Fettsauren hergestellt nach einem Verfahren 
nach einem der Anspruche 1 bis 10 oder OI-, Lipid- oder Fettsaurezusammen- 
setzung gemaft Anspruch 25 in Futter, Nahrungsmitteln, Kosmetika oder- 
Pharmazeutika. 
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^a^nT'^H A „ Cy,transferasen sP^ch «r langkettige mehrfach 
ungesattigte Fettsauren 

Beschreibung 

; mlrf a f !h 9ende • E „ rfindUn9 betnm 6in Verfahren *" Herstellung von langkettigen 

23SST " Srt,6hten ^ an ~ h CXten 

Die Ertindung betrifftweHerhin die Nukleinsaurasequenzen. Nukleinsaurekonstrukt,, 

fnweftererTeil der Erfindung betrifft Ole, Lipide und/oder Fettsauren hergestellt nach 
dem erfindungsgemaSen Verfahren und deren Verwendung. ""Warn nach 

Fettsauren und Triacylglyceride haben eine Vielzahl von Anwendungen in der 
^bensm.ttel.ndustne, der Tierernahrung, der Kosmetik und im Phan^abe^ - 
Tn a L C n dem 'H° b T° h Um ^ 9eSgtti9te und ^9-attigte Fetts^en Oder um - 
2S?ST? m 6,nem 6rh6hten G6ha,t an Sesatlfgten oder ungesattigte^ Fett- 
sauren handelt, s,nd sie fur die unterschiedlichsten Anwendungen qee^erM^hrf^h 
ungesattigte , u>3-Fettsauren und W -6-Fettsauren steHen 

Bestandte.l der t,erischen und menschlichen Nahrung dar. Aufgrund der heute ublich^ 
Zusammensetzung der menschlichen Nahrung fst ein Zusatz von mehrfach unae^T 

wichl t enS§ T n ; diS " FiSCh6,en ^ommen, zur Nahrung ^ondens 

w.cht.g So werden beispielsweise mehrfach ungesattigte Fettsauren wie DoS^hl 
xaensaure (= DHA C22-6 A4 - 7 > 10131 6.19\ c- 7 reusauren wie Uocosahe- 

C20 . 5 as, 8! ii,\ 4 .i7 "pT' ™. 6 e > oder E'sosapentaensaure (= EPA, 

o^u.s ) Babynahrung zur Erhohung des Nahrwertes zuaeseh* rw.m„« 

zug^c^rleberT ^ a * ,e ' e ' n P os ' t ' ver Effekt auf die^nMcklung de^ G&\im£~ 

Hauptsachlich werden die verschiedenen Fettsauren und Triglyceride aus Mikmn,™ 
nismen wte Morten oder Sohizoohytrium oder aue CS,^. 
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Soja, Raps, Algen wie Crypthecodinium Oder Phaeodactylum und weiteren gewonnen, 
wobei sie in der Rege! in Form ihrer Triacylglyceride (= Triglyceride = Triglycerole) 
anfallen. Sie konnen aber auch aus Tieren wie z.B. Fischen gewonnen werden. Die 
freien Fettsauren werden vorteilhaft durch Verseifung hergestellt. Hohere mehrfach 
5 ungesattigte Fettsauren wie DHA, EPA, Arachidonsaure (= ARA, C20:4 A5 ' 8/I1,14 ), 
Dihomo-Y-linolensaure (C20:3 A8,11,14 ) oder Docosapentaensaure (DPA, 
C22:5 A7 * 10,13 ' 16 * 19 ) lassen sich nicht aus Olfruchtpflanzen wie Raps, Soja, Sonnenblume, 
Farberdistel oder anderen isolieren. Ubliche naturliche Quellen fur diese Fettsauren 
sind Fische wie Hering, Lachs, Sardine, Goldbarsch, Aal, Karpfen, Forelle, Heilbutt, 
1 0 Makreie, Zander oder Thunfisch oder Aigen. 

Je nach Anwendungs2weck sind 6le mit gesattigten oder ungesattigten Fettsauren 
bevorzugt, so sind z.B. in der humanen Ernahrung Lipide mit ungesattigten Fettsauren 
speziell mehrfach ungesattigten Fettsauren bevorzugt. Den mehrfach ungesattigten w- 
3-Fettsauren wird dabei ein positiver Effekt auf den Cholesterinspiegel im Blut und 

15 damit auf die Moglichkeit der Prevention einer Herzerkrankung zugeschrieben. Durch 
Zugabe dieser w-3-Fettsauren zu Nahrung kann das Risiko einer Herzerkrankung, 
eines Schlaganfalls oder von Bluthochdruck deutlich verringert werden. Auch entzund- 
liche speziell chronisch entzundliche Prozesse im Rahmen immunologischer Erkran- 
kungen wie rheumatroider Arthritis lassen sich durch w-3-Fettsauren positiv beeinflus- 

20 sen. Sie werden deshalb Lebensmitteln speziell diatischen Lebensmitteln zugegeben 
Oder finden in Medikamenten Anwendung. u)-6-Fettsauren wie Arachidonsaure haben 
bei diesen rheumatischen Erkrankungen aufgrund unserer ublichen Nahrungsmittelzu- 
sammensetzung eher einen negativen Effekt auf diese Krankheiten. 

w-3- und (u-6-Fettsauren sind Vorlaufer von Gewebshormonen, den sogenannten 
25 Eicosanoiden wie den Prostaglandinen, die sich von der Dihomo-y-linolensaure, 
der Arachidonsaure und der Eicosapentaensaure ableiten, den Thromoxanen und 
Leukotrienen, die sich von der Arachidonsaure und der Eicosapentaensaure ableiten. 
Eicosanoide (sog. PG 2 -Serie), die aus w-6-Fettsauren gebiidet werden fordern in der 
Regel Entzundungsreaktionen, wahrend Eicosanoide (sog. PG 3 -Serie) aus cj-3- 
30 Fettsauren geringe oder keine entzundungsfordernde Wirkung haben. 

Aufgrund ihrer positiven Eigenschaften hat es in der Vergangenheit nicht an Ansatzen 
gefehlt, Gene, die an der Synthese von Fettsauren bzw. Triglyceriden beteiligt sind, fur 
die Herstellung von Glen in verschiedenen Organismen mit geandertem Gehalt 
an ungesattigten Fettsauren verfugbar zu machen. So wird in WO 91/13972 und 

35 seinem US-Aquivalent eine A-9-Desaturase beschrieben. In WO 93/1 1245 wird eine 
A-15-Desaturase in WO 94/1 1516 wird eine A-12-Desaturase beansprucht. Weitere 
Desaturasen werden beispielsweise in EP-A-0 550 162, WO 94/18337, WO 97/30582, 
WO 97/21340, WO 95/18222, EP-A-0 794 250, Stukey et al., J. Biol. Chem., 265, 
1990: 20144-20149, Wada et a!., Nature 347, 1990: 200-203 oder Huang et al., Lipids 

40 34, 1999: 649-659 beschrieben. Die biochemische Charakterisierung der verschiede- 
nen Desaturasen ist jedoch bisher nur unzureichend erfolgt, da die Enzyme als 
membrangebundene Proteine nur sehr schwer zu isolieren und zu charakterisieren 



15 



0 



) 
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sind (McKeonet al., Methods in Enzymol. 71, 1981: 12141-12147 Wang et al Plant 
Phys.ol. B,ochem., 26, 1988: 777-792). .n der Regel erfolgt die Charakteris eruna 
membrangebundener Desaturasen durch Einbringung in einen ge^neteTomanis 
mus der anschlielSend auf Enzymaktvitat mittels Edukt- und P^^Z^ZT 
sucht w.rd. A-6-Desaturasen werden in WO 93/06712 US 5 614393 u^i^f 

Besonders geeignete Mikroorganismen zur Herstellung von PUFAs sind Mikraoro* 
msmen w,e Mikroaigen wie Phaeodaotyium tncornutum, PoJ^S!TS^ 
SMonv^ h S< ?? *Wen-Men Oder Crypthecodinium-Arten, Ciliaten wil 
ur^/X S ,P n Pi ' 2e * WiS Mortiere,,a ' Entomophthora Oder M Zr 

S£?ESE?T ^ ^ hyscomitrel,a - Ce ^°don und Marchantia (R. Vazhappilly & F 
S2? m fJ 180,03 Ma " na 41: 553 " 558; K Totani & K. Oba (1987) Lipids 22 1060 
1062; M Akimoto et al. (1998) Appl. Biochemistry and Biotechnology 73 Sg ^S) 
Durch Stammselektion ist eine Anzah. von Mutantenstammen 6er!ntsp r eZ^' 

^^M^PU^f W ° rden ' dte ^ Reihe -unschenswerte^ Ve^6ungen 
e.nschl.elSl.ch PUFAs, produz.eren. Die Mutation und Selektion von Stammen mrt 
verbesserter Produktion eines bestimmten Molekuls wie den mehrfach ZSten 
Fettsauren .st jedoch ein zeitraubendes und schwieriges Verfahren DeshS! 

M«Hi.fe 9,iCh ° ben beSChrfeben <~^^ 

M.t H.lfe der vorgenannten Mikroorganismen lassen sich jedoch nur beorenSe MenLn 
der gewunschten mehrfach ungesattigten Fettsauren wie DPA EPA o^enARA 
herstellen. Wobei diese in der Rege, Je nach verwendeten E£££^ 
Fettsauregem lS che aus beispielsweise EPA, DPA und DHA anfallen 

Die Biosynthese von LCPUFAs und der Einbau von LCPUFAs in Membranen orW 
Triglyceride erfolgt uber verschiedene Stoffwechselwege (A Abbad™ a? (2001 > 
European Journal of Lipid Science & Technoloav 103-106 1 ii? in rLJ* - HV 
und Mikroaigen wie Schizochytrium wird ^Z^Z2> LOPU^-" ^ ^ 
produzierende Polyketidsynthase zu LCPUFAs umgesetzt (J G Meteeti (2001^ 
Scence 293: 290-293; WO 00/42195; WO 98/27203- WO 98 5^7 !uv , } 
Phaeodactylum und Moosen wie P^l^Z ^T^ ^SSEfST 
Lmolsaure oder Linolensaure in Form ihrer AcyLCoAs in mehrere ^e^ewaT 
und Elongafonsschritten zu LCPUFAs umgesetzt (T K Zank et al SSSEJS . 
Society Transactions 28: 654-658). Bei s/ugetieren ^^^SSSS^T 
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DHAzusatzlich zu Desaturierungs- und Elongationsschritten eine Kettenverkiirzunq 
iiber beta-Oxidation. 

LCPUFAs liegen in Mikroorganismen und niederen Pflanzen entweder ausschlieftlich 
in Form von Membranlipiden vor, wie bei Physcomitrella und Phaeodactylum Oder sie 
sind in Membranlipiden und Triacylglyceriden vorhanden, wie bei Schizochytrium und 
Mortierella. Der Einbau von LCPUFAs in Upide und Ole wird durch verschiedene 
Acyltransferasen und Transacylasen katalysiert. Diese Enzyme sind bereits bekannt fur 
den Einbau von gesattigten und ungesattigten Fettsauren [A.R. Slabas (2001) J Plant 
Phys.ology 158: 505-513; M. Frentzen (1998) Fett/Upid 100: 161-166); S. Cases et al 
(1998) Proc. Nat. Acad. Sci. USA 95: 13018-13023]. Bei den Acyltransferasen handelt 
sicn urn Enzyme des sogenannten Kennedy-Pathways, die an der cytoplasmatischen 
Seite des Membransystems des Endoplasmatischen Reticulums, nachfolgend als ER' 
bezeichnet, lokalisiert sind. Experimentell konnen Membranen des ER als sogenannte 
.mikrosomale Fraktionen' aus verschiedenen Organismen isoliert werden [D S 
Knutzon et al. (1995) Plant Physiology 109: 999-1006; S. Mishra & Y Kamisaka (2001) 
Biochemistry 355: 315-322; US 5968791]. Diese ER-gebundenen Acyltransferasen in 
der mikrosomalen Fraktion verwenden Acyl-CoA als aktivierte Form der Fettsauren 
Glycerin-3-phosphat Acyltransferase, im folgenden GPATgenannt, katalysiert den 
Einbau von Acylgruppen an der sn-1 Position von Glycerin-3-phosphat. 1-Acylglycerin- 
3-phosphat Acyltransferase (E.C. 2.3.1.51), auch Lysophosphatidsaure Acyltransfera- 
se, im folgenden LPAAT genannt, katalysiert den Einbau von Acylgruppen an der sn-2 
Pos.t.on von Lysophosphatidsaure, nachfolgend als LPA abgekiirzt. Nach Dephospho- 
rylierung von Phosphatidsaure durch Phosphatidsaure Phosphatase katalysiert 
Diacylglycerin Acyltransferase, im folgenden DAGAT genannt, den Einbau von 
Acylgruppen an der sn-3 Position von Diacylglycerins. Neben diesen Kennedy Pathway 
Enzymen sind weitere Enzyme am Einbau von Fettsauren in Triacylglyceride beteiligt 
die Acylgruppen aus Membranlipiden in Triacylglyceride einbauen konnen. Phospholi- 
pid Diacylglycerin Acyltransferase, nachfolgend PDAT genannt und Lysophosphatidyl- 
cholin Acyltransferase, nachfolgend LPCAT genannt. Auch andere Enzyme wie 
Lecrthm Cholesterin Acyltransferase (LCAT) konnen am Transfer von Acylgruppen aus 
Membranlipiden in Triacylglyceride beteiligt sein. 

In WO 98/54302 wird von Tjoelker et al. eine humane Lysophosphatidsaure Acyltrans- 
ferase offenbart sowie ihre mogliche Verwendung zur Therapie von Krankheiten als 
d.agnostisches Agens sowie eine Methode zur Identifizierung von Modulatoren der 
humanen LPAAT. Von Leung et al. werden in WO 98/54303 Sauger Lysophosphatid- 
saure Acyltransferasen beschrieben. Weiterhin offenbaren Leung et al. ein Verfahren 
zum Screening von pharmazeutischen Verbindungen fur die Anwendung beispiels- 
weise bei der Behandlung von Entzundungen. 

Weiterhin sind in der Literatur und Patenten eine Vielzahl von Acyltransferasen mit den 
verschiedensten enzymatischen Funktionen beschrieben worden, so werden z B in 
WO 98/55632 und WO 93/10241 Fettsaure-Alkohol-Acyltransferasen beschrieben die 
an derWachssynthese beteiligt sind. In WO 98/55631 wird eine DAGAT (Diacylglycerin 
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Acyltransferase) aus Mortierella ramanniana beschrieben sowie eine aus Jojoba 
stammende Wachssynthase, die auch DAGAT-Aktivitat hat. Slabas et al 
(WO 94/1 381 4)offenbart eine membrangebundene sn2-spezifische Acyltransferase 
d,e erne andere Selektivitat beim Einbau von einfach ungesattigter Erukasaure fur die 

wot«S«^ T S ° "! ^ 6rh6hte Ausbeute an E ~^saure ermoglicht. In 
WO 96/24674 w.rd e.n entsprechendes Enzym bzw. Gen aus Limnanthes douglasii 
beschneben. Davies et al. beschreiben in WO 95/27791 LPAATs, die spezifisch fur 
mittellange Fettsauren sind und diese in die sn2-Position von Triglyceriden einbauen 
^! Zn P fl ^ 2li ^ e A^^rasesequenzen, die uber Homologievergleiche mit 

WO 00/T 88 «Qt h h k 6 " D f enb K anken 9 efunden wurd «n, werden von Lassner et al. 
(WO 00/18889) beschneben. Angaben uber die spezifische Funktion dieser Acyltrans- 

WO S oo S /Xo Zen H 0 t der bi ° ChamiSChe ° aten ™ d6n ents P^henden Enzymen sind 
WO 00/1 8889 ntcht zu entnehmen. 

MtT^* 6iner LPCAT WUrde erctmals in Ratten beschrieben [Land 
( 960) Journal of Biological Chemistry 235: 2233-2237]. In Pflanzen existiert eine 
piastre isoform der LPCAT [Akermoun et al. (2000) Biochemical Society Transacti- 

Moamp h 3 S To S e ^ ER gebundene ,soform P-umaney und Rajasekharan 
(1999) Biochimica et B.ophysica Acta 1439: 47-56; Fraser und Stobart, Biochemical 
Socety Transactions (2000) 28: 715-7718]. LPCAT ist in Tieren wie auch in Pflanzen 
an der B.osynthese und der Transacylierung von mehrfach ungesattigten Fettsauren 
beteihgt [Stymne und Stobart (1984) Biochem. J. 223: 305-314; Stymne und Stobart 
(1987) in The Biochemistry of Plants: a Comprehensive Treatise*, Vol. 9 (Stumpf P K 
ed.) pp. 175-214, Academic Press, New York]. Eine wichtige Funktion der LPCAT oder 
angemeiner gesagt einer Acyl-CoA:Lysophospholipid Acyltransferase, nachfolgend 
LPLAT genannt, bei der ATP-unabhangigen Synthese von Acyl-CoA aus Phospholipi- 

S^u e V ° n Yamashita et al - ( 20 0 1 ; Journal of Biological Chemistry 276- 26745- 
26752) beschrieben. 

Trotz vieler biochemischer Daten konnten bisher keine Gene kodierend fur LPCAT 
.dent.fiz.ert werden. Gene anderer verschiedener pflanzlicher Acyltransferasen konnten 
jsol.ert werden und werden in WO 00/18889 (Novel Plant Acyltransferases) beschrie- 

Hohere Pflanzen enthalten mehrfach ungesattigte Fettsauren wie Linolsaure (C18 2) 
und Unolensaure (C18:3). ARA, EPA und DHA kommen im Samenol hoherer Pflanzen 
gar n.cht oder nur in Spuren vor (E. Ucciani: Nouveau Dictionnaire des Huiles Vegeta- 
tes. Technique & Documentation - Lavoisier, 1995. ISBN: 2-7430-0009-0) Es ist 

un^oif ' .r^r^ 3 " 26 "' b6VOrZUgt ln 5lSaaten wie RaDS > Lein > Sonnenblume 
und Soja, LCPUFAs herzustellen, da auf diese Weise grofie Mengen qualitativ 

hochwertiger LCPUFAs fur die Lebensmittelindustrie, die Tierernahrung und fur 
pharmazeutische Zwecke kostengunstig gewonnen werden konnen. Hierzu werden 
It?pM^ 9 f MSChe Meth ° den Gene kodierend fQr Enz y m « ^r Biosynthese 

ffirif dZIZ^ a^i ejn9efQhrt eXPrimiert Werden - Dies sind Gen ? kodi ^end 
fur A-6-Desaturase, A-6-Elongase, A-5-Desaturase, A-5-Elongase und A-4- 
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Desaturase. Diese Gene konnen vorteilhaft aus Mikroorganismen und niede™ 



Erste transgene Pflanzen, die Gene kodierend fur Enzyme der LCPUFA Rirte *», 

~. »7sr und H LcpuFAs p^~s^sr^ 

SET us 9SBst dadurch »— * «- 
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mreln Po.ypep.id mit 9lner Glycerin-3-phospha, Ac^nsfen^e-AkUvtta, codiert; 

ipsa? 

enthaltenden codierenden Sequenz ableiten lasst, oder 
g) kultivieren und ernten des Organismus. 
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den im Verfahren verwendeten Nukleinsauron i 

wenig ist zu verstehen, das im Vera e ch zu Zhrf I °" ^ um 9 ese «- Unter 
gesattigten Fettsauren mitwe^igeSte 5 %Z ^"^^ Fettsauren die 
besonders vorteilhaft mit weniger als y ^ vortei,haft ^eniger als 3 %, 

5 Fettsauren konnen als e ^ P^u^vlZ T ' ^ her 9 este '^ 

Fettsauregemisch vorliegen her 9 este,,t "erden Oder in einem 

hlli^ 

sophosphatidsaure AcS^ * f **P-PW. mit Ly- 

) Aktivitat, Diacylglyceri , Ac ^t^feT^ aS' J 08 ?^^** Acyltransferase- 

Acyltransferas^ Und/ ° der Lecithin Cholesterin 

ZE^S^^ FettS ^ n « vorteiibaft in 

Fettsauren oder abe r^^^^H 08 ^*"' Wnnen aber auch a,s freie 
vorkommen. Dabei konnen sfeJe aZnTlf S Fetts * ureester *n Organismen 
Form von Mischungen ^ "Re.nprodukte" oder aber vorteilhaft in 

Glyceride vorliegen Dab^TZb^Z M,Schun 9 en ""terschiedlicher 

verschieden Fettsauren on ^SXrF^ 7 ^^"^ aebundenen 
gen Fettsauren mit 8 bin C^omen ^ TZ ™ 4 * 6 OAtomen - mi « elke «- 
Atomen ableiten bevorzuat ^ Fettsauren mit 14 bis 24 C- 

dielangkettigen^S 

von o 18 -, Cao- C22- und/oder C 24 -Fettsauren. 

Im erfindungsgemaRen Verfahren werden vnrteiiho* c««. -• 
ungesattigten C 18 -, c^- C*>- und/o^r r V ^ aft ^saureester mit mehrfach 
*W*W«^^ ™t mindestens zwei 

molekule drei vier oder SSSSS!?^ Bevorzugt enthalten diese Fettsaure- 
Hexadeoadlensaure %^SS^S!S 7 ST ^f** ZUr Synthese von 

saure(= ETA C20-4 A58 ' 11 ' 1 ^ Ar^^ OLM ' d ), Eicosatetraen- 

daran Lch^b^S?^^ <BW» Oder 

-starvarwanda^Z™^ 

Varbindungan wis Sphingol pideXoZ^ „ f ^ bete P ielswel « in Form von 

cosphingolipid. r^PhcK^^pS^tr*' T*** °* 
Phosphatidylserin PhosDhalld^^S. u 0lamm ' Phos Phattdylcholin, 
carol, Monoacylg,vc7 rt r ^^^^TT^ oder ^ospha«dylg^ 
tar wia dia AoatylcoanzlA E^a Th* I^T* 6 °* r 80,13,106 
mindastana aval bavo^dS Don», H ^ ^ * unaesa,ti 9 ten F<*sauran mit 
werdan aia In dar StSST en ' halten - »*rdan, vortailhaft 
Phosphaadylchotin CS^^*:^ h FOrm deS 
Naben dfcsan Hatem aind d,a J^S:^ 



BASF Plant Science GmbH 



20011000 



PF 54409.DE 



9 



Fettsauren Oder gebunden in anderen Verbindungen in den Organismen vorteilhaft den 
Pflanzen enthalten. In der Regel liegen die verschiedenen vorgenannten Verbindungen 
(Fettsaureester und frei Fettsauren) in den Organismen in einer ungefahren Verteilung 
von 80 bis 90 Gew.-% Triglyceride, 2 bis 5 Gew.-% Diglyceride, 5 bis 1 0 Gew -% 
Monoglyceride, 1 bis 5 Gew.-% freie Fettsauren, 2 bis 8 Gew.-% Phospholipide vor 
wobe. sich die Summe der verschiedenen Verbindungen zu 100 Gew.-% erganzt. ' 

lm erfindungsgemafcen Verfahren werden die hergestellten LCPUFAs mit einem 
Gehalt von mindestens 3 Gew.-%, vorteilhaft von mindestens 5 Gew.-%, bevorzugt von 
mindestens 8 Gew.-%, besonders bevorzugt von mindestens 10 Gew -% ganz 
besonders bevorzugt von mindestens 15Gew.-% bezogen auf die gesamten Fettsau- 
w "J" ,u e L tranS9enen ° r 9 anismen vorteilhaft in einer transgenen Pflanze hergestellt 
Vorteilhaft werden die Fettsauren in gebundener Form hergestellt. Mit Hilfe der im 
erfindungsgemafcen Verfahren verwendeten Nukleinsauren lassen sich diese ungesat- 
tigten Fettsauren an sn1-, sn2- und/oder sn3-Position der vorteilhaft hergestellten 
Triglycer.de bringen. Da im erfindungsgemallen Verfahren von den Ausgangsverbin- 
dungen Hexadecadiensaure (C16:2), Linolsaure (C18:2) bzw. Linolensaure (C18 3) 
mehrere Reaktionsschritte durchlaufen werden, fallen die Endprodukte des Verfahrens 
w.e beispielsweise Arachidonsaure (ARA) oder Eicosapentaensaure (EPA) nicht als 
absolute Remprodukte an, es sind immer auch geringe Spuren der Vorstufen im 
Endprodukt enthalten. Sind in dem Ausgangsorganismus bzw. in der Ausgangspflanze 
beispielsweise sowohl Linolsaure als auch Linolensaure vorhanden, so liegen die 
Endprodukte wie ARA und EPA als Mischungen vor. Die Vorstufen sollten vorteilhaft 
nicht mehr als 20 Gew.-%, bevorzugt nicht mehr als 15 Gew,%, besonders bevorzugt 
nicht als 10 Gew.-%, ganz besonders bevorzugt nicht mehr als 5 Gew.-% bezogen auf 
die Menge des jeweilige Endprodukts betragen. Vorteilhaft werden in einer transgenen 
Pflanze als Endprodukte nur ARA oder nur EPA im erfindungsgemallen Verfahren 
gebunden oder als freie Sauren hergestellt. Werden beide Verbindungen (ARA + EPA) 
gle.chze.t.g hergestellt, werden sie vorteilhaft in einem Verhaltnis von mindesten 1 2 
(EPAARA), vorteilhaft von mindestens 1:3, bevorzugt von 1:4, besonders bevorzugt 
von 1:5 hergestellt. a 

Durch die erfindungsgemaBen Nukleinsauresequenzen kann eine Steigerung der 
Ausbeute an mehrfach ungesattigten Fettsauren von mindestens 50 %, vorteilhaft von 
mindestens 80 %, besonders vorteilhaft von mindestens 100 %, ganz besonders 
vorteilhaft von mindestens 150 % gegenuber den nicht transgenen Ausgangsorganis- 
mus beim Vergleich in der GC-Analyse siehe Beispiele erreicht werden. 

Auch chemisch reine mehrfach ungesattigte Fettsauren oder Fettsaurezusammenset- 
zungen sind nach den vorbeschriebenen Verfahren darstellbar. Dazu werden die 
Fettsauren oder die Fettsaurezusammensetzungen aus dem Organismus wie den 
Mikroorganismen oder den Pflanzen oder dem Kulturmedium, in dem oder auf dem die 
Organismen angezogen wurden, oder aus dem Organismus und dem Kulturmedium in 
bekannter Weise beispielsweise Ober Extraktion, Destination, Kristallisation Chroma- 
tographie oder Kombinationen dieser Methoden isoliert. Diese chemisch reinen . 
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5 ^ S n°^T f T^ f ° r die Herstel,un 9 ™ erfindungsgemallen Verfahren kommen 
produasrsnden Onjanismen geharen. das heiBi d.e fflr die He,Wetaa von af^' 

p Itf . Ar4 T. . / " ' rxarao » 1 ee;, balix-Arten sowie ausdauernde Graser unH 

so srrsr * ^^s:^, 

w^r+^ik^ft . ^ ungesattigter Fettsauren verwendet wprri^n 

Hyd^n). Ao^cpenzyp, A-Caroox^n, A^S^ToSasatn), 
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Fettsaure-Desaturase(n), Fettsaure-Acetylenasen, Lipoxygenases Triacylglycerof- 
Lipasen Allenoxid-Synthasen, Hydroperoxid-Lyasen Oder Fettsaure-Elongase(n) in 
Komb.nat.on mit der Acyl-CoA:Lysophospholipid-Acyltransferase verwendet Beson- 
ders bevorzugt werden Gene ausgewahlt aus der Gruppe der Acyl- 
CoA:Lysophospholipid-Acyltransferasen, A-4-Desaturasen, A-5-Desaturasen A-6- 
Desaturasen, A-8-Desatuasen, A-9-Desaturasen, A-12-Desaturasen, A-5-Elongasen, 
A-6-Elongasen oder A-9-Elongasen in Kombination mit den vorgenannten Genen fur 
die Lysophosphatidsaure Acyltransferase, Glycerin-3-phosphat Acyltransferase 
Dracylglycerin Acyltransferase oder Lecithin Cholesterin Acyltransferase verwendet 
wobe. emzelne Gene oder mehrere Gene in Kombination verwendet werden konnen. 

Durch die enzymatische Aktivitat der im erfindungsgemafcen Verfahren verwendeten 
Nukle.nsauren, d.e fur Polypeptide mit Lysophosphatidsaure Acyltransferase- Glyce- 
nn-3-phosphat Acyltransferase-, Diacylglycerin Acyltransferase- oder Lecithin Choles- 
tenn Acyltransferase-Aktivitat codieren, vorteilhaft in Kombination mit Nukleinsaurese- 
quenzen, die fur Polypeptide des Fettsaure- oder Lipidstoffwechsels wie der Acyl- 
CoA:LysophosphoIipid-Acyltransferaseaktivitat, der A-4-, A-5-, A-6- A-8-Desaturase 
oder A-5-, A-6-oder A-9-Elongaseaktivitat codieren, konnen unterschiedlichste 
mehrfach ungesattigte Fettsauren im erfindungsgemafien Verfahren hergestellt 
werden. Je nach Auswahl der fur das erfindungsgemaRe Verfahren verwendeten 
Organ.smen wie den vorteilhaften Pflanze lassen sich Mischungen der verschiedenen 
mehrfach "ngesattigten Fettsauren oder einzelne mehrfach ungesattigte Fettsauren 
w.e EPA oder ARA in freier oder gebundener Form herstellen. Je nachdem welche 
Fettsaurezusammensetzung in der Ausgangspflanze vorherrscht (C18:2- oder C18 3- 
Fettsauren) entstehen so Fettsauren, die sich von C18:2-Fettsauren ableiten wie GLA 
DGLA oder ARA oder, die sich von C18:3-Fettsauren ableiten, wie SDA, ETA oder ' 
EPA. Liegt in der fur das Verfahren verwendeten Pflanze als ungesattigte Fettsaure nur 

? s ft^rt ^T Stehen; 3,5 freie Fetts§uren ode ^ gebunden vorliegen konnen. 
st in der im Verfahren verwendeten Pflanze als ungesattigte Fettsaure nur a- 
L,no ensaure (= ALA C18:3— ■«) beispielsweise wie in Lein, so konnen als Produkte 
des Verfahrens nur SDA, ETA und EPA entstehen, die wie oben beschrieben als freie 
Fettsauren oder gebunden vorliegen konnen. Durch Modifikation der Aktivitat der an 
der Synthese beteiligten Enzyme Lysophosphatidsaure Acyltransferase, Glycerin-3- 
phosphat Acyltransferase, Diacylglycerin Acyltransferase oder Lecithin Cholesterin 
Acy transferase vorteilhaft in Kombination mit der Acyl-CoA:Lysophospholipid- 
Acyltransferase, A-5-, A-6-Desaturase und/oder A-6-Elongase, oder der Acyl- 
CoArLysophospholipid-Acyltransferase, A-5-, A-8-Desaturase und/oder A-9- 
Elongase oder in Kombination mit nur den ersten drei Gene Acyl- 
CoALysophospholipid-Acyltransferase, A-6-Desaturase und/oder A-6-Elongase oder 
Acyl-CoA:Lysophospholipid-Acyltransferase. A-8-Desaturase und/oder A-9-Elongase 
der Synthesekette lassen sich gezielt in den vorgenannten Organismen vorteilhaft in 
den vorgenannten Pflanzen nur einzelne Produkte herstellten. Durch die Aktivitat der 
De ! a Ji rase und ^Elongase entstehen beispielsweise GLA und DGLA bzw 
und ETA, je nach Ausgangspflanze und ungesattigter Fettsaure. Bevorzugt 
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entstehen DGLA bzw. ETA Oder deren Mischungen. Wird die A-5-Desaturase 
zusate hch in die Organismen vorteilhaft in die Pflanze eingebracht so entstehen 
zusafehch ARA oder EPA. Dies gilt auch fur Organismen fn die vomer die 52" 

E^P^ode^deren M*^f^° n9aSe e ' n ^ e ' ,racn * wurde. Vortei.haft werden nur ARA oder 
EPA oder deren Mtschungen synthetisiert, abhangig von der in im Organismus bzw in 
der Pflanze voriiegenden Fettsaure, die als Ausgangssubstanz fur die ^SynthesJ 7ent 
Da es s.ch urn B.osyntheseketten handelt, liegen die jeweiligen Endprodukte nTc t ate 
Remsubstanzen ,n den Organismen vor. Es sind immer auch geringe Mengen der 
Vorlauferverbmdungen im Endprodukt enthalten. Diese genngen Mengen Tetrad 

wen.gerals10Gew.-%,ganzbesondersvorteilhaftwenigerals5 4 3 2oder1Gew 

Zur Steigerung der Ausbeute im beschriebenen Verfahren zur Hersteliung von Olen 
und^der Tnglyceriden mit einem vorteilhaft erhohten Gehait an mehrfac ^ungeSg- 

^ ' ? V ° rtei,haft die Men9e an Ausgangsprodukt fur die Fettsalresyrf- 
these zu ste.gem, d.es kann beispielsweise durch das Einbringen einer NukleSe in 
den , Organrsmus, diefurein Polypeptid mit A-12-Desaturase codiert, e^icnfwe^en 
D.es .st besonders vorteilhaft in Ol-produzierenden Organismen wie Raps 1 e 'nen 
hohen Olsauregehalt aufweisen. Da diese Organismen nur einen geringen GehaK an 
L.nolsaure aufweisen (Mikoklajczak et a.., Journal of the American Oil Chemical 

HeSunad 'I' ^ " 681 > ISt ^ VerW6ndUn9 der A-12-DesITasen zur 
Hersteliung des Ausgangsprodukts Linolsaure vorteilhaft. 

Im erfindungsgemalien Verfahren verwendeten Nukleinsauren stammen vorteilhaft aus 

SIT 'm ^ ' SOChrySiS ° der G ^ thecodi ™<". Algen/Diatomeen wie 
Phaeodactylum, Moose wie Physcomitrella oder Ceratodon oder hoheren Pflanzen 
w,e den Pnmulaceae wie Aleuritia, Calendula stellate, Osteospermum SnVsceS oder 
Osteospermum hyoseroides, Mikroorganismen wie Pilzen wie Aspergilfus ThraX 
1T££?2^ Entomophthora, Muccr oder Mortierella, bL^^SL 
Menlh vol t ? I 6 " W ' e Nematoden wie Caenorhabditis. Insekten oder dem 
ISHSn^T T ^ diS NukleinsSuren *» Pfeen, Tieren oder aus Pflanzen 
w.e Algen oder Moosen, bevorzugt aus Nematoden wie Caenorhabditis. 

Vorteilhaft werden im erfindungsgemaUen Verfahren die vorgenannten Nukleinsaure 
sequenzen oder deren Derivat oder Homo.oge, die fur Polypeptide co dieren dte noch 

f t ^ dUrCh Nukle ^uresequenze P n codierten P^tefne 

L ISo^Th SeqUe r! n werden einzeln «tor in Kombination mit den fur die 
Lysophosphatidsaure Acyltransferase, Glycerin-3-phosphat Acyltransferase nLviniv 

Nuk^?^ 836 Und/ ° der L6dthin 

ExoSonTn'n 6nZen ^ Ex P ressionsko ^rukte cloniert und zum Einbringen und zur 
ihrfKnn!t "° r9antSmen venaendet Diese Expressionskonstrukte ermSglichen durch 
hre Konstrukt^on e.ne vorteilhafte optimale Synthese der im erf indungsgema lien 
Verfahren produzierten mehrfach ungesattigten Fettsauren 9 s 9 emarien 
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Be. e.ner bevorzugten Ausfiihrungsform umfasst das Verfahren ferner den Schritt des 

Sim 6,n " ' " e ° d6r 6lneS 93n2en 0r 9 anfe ™*> ** die im Verfahren veln 
^' nSaUreS ^ Uen2en 6nth§,t ' WObei die 2e,,e und/ °der der OrgamLuTrnTt 
e.ner erfindungsgema&en Nukleinsauresequenz, die fur die Lysophosphafd^ure 
Acyttrans erase, Glycerin-3-phosphat Acyltransferase. DiacylgTycerin AcZ^sferase 

Ve^w- ^h? , Ch °!!f Ac y ,transfe — -diert, einem Genkons^fod^eTnem 
Vektorvwe nachfolgend beschrieben, allein oder in Kombination mit weiteren Nuktein 

h r 6 * Proteine des Fettsaure - oder "P^o^ 

ansform,ert w.rd Be. e.ner weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform umfasst dieses 
Verfahren ferner den Schritt des Gewinnens der Feinchemikalie aus der Kulr Bef der 
KuMur kann es s.ch beispieisweise urn eine Fermentationskultur beispielswele im FaKe 
?l s ^r n9 Mikr ° 0r 9 anisme " ^ * MortiereHa. Saccharomyces ode 
SS^^? eine Treibhaus oder Feldkultur einer Pflanzehande.n Die so 
hergestell e ZeHe oder der so hergestellte Organismus ist vorteilhaft eine Zelle eines 

^ZcaZT °TT^ S ^ 0, ™ a -e wie be,spie,swe?e Erdnu", 
S^h ' ' S ° ia ' Saff ' 0Wer ' Hanf ' s °nnenblumen oder 



odTorZ* 1* b H eiSpie,SWeise die Kultivierung im Faile von Pflanzenzellen, -gewebe 
oder -organe auf oder .n e.nem Nahrmedium oder der ganzen Pflanze auf bzi, in 

bTdTn S^STT ^ 10 Hydr ° kU,tUr - ^ einem Acker- 

"Transgen" bzw. "Rekombinant" im Sinne der Erfindung bedeutet bezuglich zum 
Be.sp.el emer Nukleinsauresequenz, einer Expressionskassette (= S^kons^ ™w 
ejnem Vektor enthaitend die erfindungsgemJe Nukleins^ 
Organ.smus transformiert mit den erfindungsgemalien NukleinsLesequenr n 
Express,onskassette oder Vektor a.le seiche durch gentechnische Methoden zustan- 
degekommenen Konstruktionen, in denen sich entweder 

a) die erfindungsgemafte Nukleinsauresequenz, oder 

b> oTnJ^ Nukleinsauresequenz funktionel. verknupfte 

genet.sche Kontrollsequenz, zum Beispiel ein Promotor, oder 

c) (a) und (b) 

S 'l h ^ Ch i in ihFer natQr,ichen ' Senetischen Umgebung befinden oder durch qentechni 

on, Add.t.on Delet.on, lnvers.on oder Insertion eines oder mehrerer Nukleotidreste sein 
kann. Naturhche genetische Umgebung meint den naturlichen oaninhdS ^ 
chromosomalen Locus in dem Herkunftsorganismus oder das Vorlie^n in einlT' 
oenZnt u r ek . ' m Fa " ^nomischen Bibliothek ist die'naWrlfche 
gene ,sche Umgebung der Nukleinsauresequenz bevorzugt zumindest noch te!lwei S6 
erhalten D.e Umgebung flankiert die Nukleinsauresequenz ^ZS^SSST 
und hat e.ne Sequenzlange von mindestens 50 bp, bevorzugt minde ens 500 bp 
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beispielsweise einer Mutagenlsieruna o«SiJi Jf»**T? ku " s "' che > Verfahren wis 
befep.e.swefee bescbrteben in SStSoS^ V **"" * d 

iEEEE .se^z * jest wan2e im sinne * « «- 

Kokosnuss, Olpalme Farbersafflor Fia^ho u * . nzen wie So J a > Raps, 
Kakaobohne od'er fcZSTSTS^^Sli ^ 
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Verwendbare Expressionsstamme z.B. solche, die eine geringere Proteaseaktivitat 
aufweisen sind beschrieben in: Gottesman, S., Gene Expression Technology: Methods 
in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, California (1990) 119-128. 

Hierzu gehoren Pflanzenzellen und bestimmte Gewebe, Organe und Teile von 
5 Pflanzen in all ihren Erscheinungsformen, wie Antheren, Fasern, Wurzelhaare, 

Stangel, Embryos, Kalli, Kotelydonen, Petiolen, Erntematerial, pflanzliches Gewebe, 
reproduktives Gewebe und Zellkulturen, das von der eigentlichen transgenen Pflanze 
abgeleitet ist und/oder dazu verwendet werden kann, die transgene Pflanze hervorzu- 
bringen. 

10 Transgene Pflanzen, die die im erfindungsgemalien Verfahren synthetisierten mehr- 
fach ungesattigten Fettsauren enthalten, konnen vorteilhaft direkt vermarktet werden 
ohne dass, die synthetisierten Ole, Lipide Oder Fettsauren isoliert werden mussen. 
Unter Pflanzen im erfindungsgemaften Verfahren sind ganze Pflanzen sowie alie 
Pflanzenteile, Pflanzenorgane oder Pflanzenteile wie Blatt, Stiel, Samen, Wurzel, 

15 Knollen, Antheren, Fasem, Wurzelhaare, Stangel, Embryos, Kalli, Kotelydonen, 

Petiolen, Erntematerial, pflanzliches Gewebe, reproduktives Gewebe, Zellkulturen, die 
sich von der transgenen Pflanze abgeleiten und/oder dazu verwendet werden konnen, 
die transgene Pflanze hervorzubringen. Der Samen umfasst dabei alle Samenteile wie 
die Samenhullen, Epidermis- und Samenzellen, Endosperm oder Embyrogewebe. Die 

20 im erfindungsgemafJen Verfahren hergestellten Verbindungen konnen aber auch aus 
den Organismen vorteilhaft Pflanzen in Form ihrer Ole, Fett, Lipide und/oder freien 
Fettsauren isoliert werden. Durch dieses Verfahren hergestellte mehrfach ungesattig- 
ten Fettsauren lassen sich durch Ernten der Organismen entweder aus der Kultur, in 
der sie wachsen, oder vom Feld ernten. Dies kann (iber Pressen oder Extraktion 

25 der Pflanzenteile bevorzugt der Pflanzensamen erfolgen. Dabei konnen die Ole, Fette, 
Lipide und/oder freien Fettsauren durch sogenanntes kalt schlagen oder kalt pressen 
ohne Zufuhrung von Warme durch Pressen gewonnen werden. Damit sich die Pflan- 
zenteile speziell die Samen teichter aufschlie&en lassen, werden sie vorher zerkleinert, 
gedampft oder gerostet. Die so vorbehandelten Samen konnen anschlieBend gepresst 

30 werden oder mit Losungsmittel wie warmen Hexan extrahiert werden. Anschliellend 
wird das Losungsmittel wieder entfernt Im Falle von Mikroorganismen werden diese 
nach Emte beispielsweise direkt ohne weitere Arbeitsschritte extrahiert oder aber nach 
Aufschluss uber verschiedene dem Fachmann bekannte Methoden extrahiert. Auf 
diese Weise konnen mehr als 96 % der im Verfahren hergestellten Verbindungen 

35 isoliert werden. AnschlieUend werden die so erhaltenen Produkte weiter bearbeitet, 
das heilit raffiniert. Dabei werden zunachst beispielsweise die Pflanzenschleime und 
Trubstoffe entfernt. Die sogenannte Entschleimung kann enzymatisch oder beispiels- 
weise chemisch/physikalisch durch Zugabe von Saure wie Phosphorsaure erfolgen. 
AnschlieUend werden die freien Fettsauren durch Behandlung mit einer Base bei- 

40 spielsweise Natronlauge entfernt Das erhaltene Produkt wird zur Entfemung der im 
Produkt verbliebenen Lauge mit Wasser grundlich gewaschen und getrocknet. Urn die 
noch im Produkt enthaltenen Farbstoffe zu entfernen werden die Produkte einer 
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Bleichung mit beispielsweise Bleicherde oder Aktivkohle unterzogen. Zum Schluss wird 
das Produkt noch beispielsweise mit Wasserdampf noch desodoriert. 

Vorzugsweise sind die durch dieses Verfahren produzierten PUFAs bzw. LCPUFAs 
C18-, C20-, Caz- oder Ca^Fettsauremolekiiie mit mindestens zwei Doppelbindungen im 
Fettsauremolekul, vorzugsweise drei, vier, fiinf oder sechs Doppelbindungen. Diese 
C18-, C20-, C22- oder C24-Fettsauremolekule lassen sich aus dem Organismus in Form 
eines Ols, Lipids oder einerfreien Fettsaure isolieren. Geeignete Organismen sind 
beispielsweise die vorstehend erwahnten. Bevorzugte Organismen sind transgene 
Pflanzen. 

Eine Ausfuhrungsform der Erfindung sind deshalb 6le, Lipide oder Fettsauren oder 
Fraktionen davon, die durch das oben beschriebene Verfahren hergestellt worden sind 
besonders bevorzugt Ol, Lipid oder eine Fettsaurezusammensetzung, die PUFAs 
umfassen und von transgenen Pflanzen herruhren. 

Eine weitere erfindungsgemalie Ausfuhrungsform ist die Verwendung des Ols, Lipids 
der Fettsauren und/oder der Fettsaurezusammensetzung in Futtermitteln, Nahrungs-' 
mitteln, Kosmetika oder Pharmazeutika. 

Unter dem Begriff "Ol", "Lipid" oder "Fett" wird ein Fettsauregemisch verstanden, das 
ungesattigte, gesattigte, vorzugsweise veresterte Fettsaure(n) enthalt. Bevorzugt ist 
dass das Ol, Lipid oder Fett einen hohen Anteil an mehrfach ungesattigten freien oder 
vorteilhaft veresterten Fettsaure(n), insbesondere Linolsaure, v-Linolensaure, Dihomo- 
Y-linolensaure, Arachidonsaure, a-Linolensaure, Stearidonsaure, Eicosatetraensaure, 
Eicosapentaensaurej Docosapentaensaure oder Docosahexaensaure hat Vorzugs- ' 
weise ist der Anteil an ungesattigten veresterten Fettsauren ungefahr 30 %, mehr 
bevorzugt ist ein Anteil von 50 %, noch mehr bevorzugt ist ein Anteil von 60 %, 70 % 
80 % oder mehr. Zur Bestimmung kann z.B. der Anteil an Fettsaure nach Uberfuhrung 
der Fettsauren in die Methylestern durch Umesterung gaschromatographisch bestimmt 
werden. Das Ol, Lipid oder Fett kann verschiedene andere gesattigte oder ungesattigte 
Fettsauren, z.B. Calendulasaure, Palmitin-, Palmitolein-, Stearin-, Olsaure etc., 
enthalten. Insbesondere kann je nach Ausgangsorganismus der Anteil der verschiede- 
nen Fettsauren in dem Ol oder Fett schwanken. 

Bei den im Verfahren hergestellten mehrfach ungesattigte Fettsauren mit vorteilhaft 
mindestens zwei Doppelbindungen enthalten, handelt es sich wie oben beschrieben 
beispielsweise urn Sphingolipide, Phosphoglyceride, Lipide, Glycolipide, Phospholipi- 
de, Monoacylglycerin, Diacylglycerin, Triacylglycerin odersonstige Fettsaureester. 

Aus den so im erfindungsgemaRen Verfahren hergestellten mehrfach ungesattigte 
Fettsauren mit vorteilhaft mindestens zwei Doppelbindungen lassen sich die enthalten- 
den mehrfach ungesattigten Fettsauren beispielsweise uber eine Alkalibehandlung 
beispielsweise walirige KOH oder NaOH oder saure Hydrolyse vorteilhaft in Gegen- 
wart eines Alkohols wie Methanol oder Ethanol oder uber eine enzymatische Ab«n a i. 
tung freisetzen und isolieren uber beispielsweise Phasentrennung und anschlielieTider 
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h ^ l B - k 2S ? 4 - ° ie Freisetzun 9 der Lauren kann auch direkt ohne 
die vorhergehend beschnebene Aufarbeitung erfolgen. 

Die im Verfahren verwendeten Nukleinsauren konnen nach Einbringung in einem 
5 p.™!hT S VOrteHhaft ainer Pfanzenzelle bzw. Pflanze entweder auf einem separaten 
5 Plasmid liegen Oder in das Genom der Wirtszelle integriert sein. Bei Integration in das 
^rfnT T d ? lnteg ; ation z ^«sgemaR sein Oder durch derartige Rekombination 
p^h 9 !?-' T S " VS Gen dUrCh die ein 9 ebra ^ Kopie ersetzt wird. wodurch die 
Produktion der gewunschten Verbindung durch die Zelle moduliert wird, oder durch 

10 Tf tranS ' S ° d3SS daS Gen mit einerfunktionellen Expressi- 

10 onse.nheit, welche m.ndestens eine die Expression eines Gens gewahrleistende 
Sequenz und mindestens eine die Polyadenylierung eines funktionell transkribierten 
Gens gewahrleistende Sequenz enthalt, funktionell verbunden ist. Vorteilhaft werden 
d.e Nukie.nsauren uber Multiexpressionskassetten oder Konstrukte zur multiparallelen 
Expression ,n die Organismen vorteilhaft zur multiparallelen samenspezifischen 
15 Expression von Genen in die Pflanzen gebracht. 

Moose und Algen sind die einzigen bekannten Pflanzensysteme, die erhebliche 
Mengen an mehrfach ungesattigten Fettsauren, wie Arachidonsaure (ARA) und/oder 

fXft Pe pf ^^'l^^ Und/ ° der Docosah6 ^ensaure (DHA) herstellen. Moose 
enthalten PUFAs in Membranlipiden wahrend Algen, algenverwandte Organismen und 
20 einige Pilze auch nennenswerte Mengen an PUFAs in der Triacylglycerolfraktion 
akkumulieren. Daher eignen sich Nukleinsauremolekule, die aus solchen Stammen 
SSrLT aUCh ^ Triac ^-'fraktion akkumulieren, besonders 
Mnn pmpa o das J^^™^ Verfahren und damit zur Modifikation des Lipid- 
» T PUF A- Pro dukt.onssystems in einem Wirt, insbesondere Pflanzen, wie Olfrucht- 
25 pflanzen beisp.elsweise Raps, Canola, Lein, Hanf, Soja, Sonnenblumen, Borretsch 
S.e sind deshalb vorteilhaft im erfindungsgemalien Verfahren verwendbar. 

Als Substrate der im erfindungsgemaBen Verfahren verwendeten Nukleinsauren, die 
fur Polypeptide m,t Lysophosphatidsaure Acyltransferase-Aktivitat, Glycerin-3-phosphat 
Acyltransferase-Aktivitat, Diacylglycerin Acyltransferase-Aktivitat oder Lecithin Choles 
30 term Acyltransferase-Aktivitat codieren, und/oder den weiteren verwendeten Nuklein- 
sauren wie den Nukleinsauren, die fur Polypeptide des Fettsaure- oder Lipidstoffwech- 
sels ausgewahlt aus der Gruppe Acyl-CoA-Dehydrogenase(n), Acyl-ACP[= acyl carrier 
protem]-Desaturase(n), Acyl-ACP-Thioesterase(n), Fe^ 

35 £vL^ Fettsaure-Synthase(n), Fettsaure- 

35 Hydroxylase(n), Acetyl-Coenzym A-Carboxylase(n), Acyl-Coenzym A-Oxidase(n) 

Fettsaure-Desaturase(n), Fettsaure-Acetylenase(n), Lipoxygenase(n), Triacylglycerol- 
L,pase(n), Allenoxid-Synthase(n), Hydroperoxid-Lyase(n) oder Fetts^e-ElongaseTn) 
codieren eignen sich vorteilhaft C, r . C 18 -, C^- oder C^-Fettsauren. Bevorzugt werden 
die ,m Verfahren als Substrate umgesetzten Fettsauren in Form ihere Acyl-CoA-Ester 
w umgesetzt. 
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Zur Herstellung der erfindungsgema&en langkettiger PUFAs miissen die mehrfach 
ungesattigten C 16 - oder C 18 -Fettsauren zunachst durch die enzymatische Aktivitat einer 
Desaturase zunachst desaturiert und anschlie&end uber eine Elongase urn mindestens 
zwei Kohlenstoffatome veriangert werden. Nach einer Elongationsrunde fuhrt diese 
Enzymaktivitat zu C 18 - oder Caj-Fettsauren, und nach zwei oder drei Elongationsrun- 
den zu oder C^-Fettsauren. Die Aktivitat der erfindungsgemafcen Verfahren 
verwendeten Desaturasen und Elongasen fuhrt vorzugsweise zu C 18 - C^- 
und/oder 024-Fettsauren vorteilhaft mit mindestens zwei Doppelbindungen im Fettsau- 
remolekul, vorzugsweise mit drei, vier oder funf Doppelbindungen, besonders bevor- 
zugt zu Oh,- und/oder Caa-Fettsauren mit mindestens zwei Doppelbindungen im 
Fettsauremolekul, vorzugsweise mit drei, vier oder funf Doppelbindungen im Molekul 
Nachdem eine erste Desaturierung und die Verlangerung stattgefunden hat konnen 
wertere Desaturierungsschritte wie z.B. eine solche in A-5-Position erfolgen. Beson- 
ders bevorzugt als Produkte des erfindungsgemaBen Verfahrens sind Dihomo-v- 
hnolensaure, Arachidonsaure, Eicosapentaensaure, Docosapetaensaure und/oder 
Docosahesaensaure. Die C 18 -Fettsauren mit mindestens zwei Doppelbindungen in der 
Fettsaure konnen durch die erfindungsgemaBe enzymatische Aktivitat in Form der 
fre.en Fettsaure oder in Form der Ester, wie Phospholipid^ Glycolipide, Sphingolipide, 
Phosphoglycende, Monoacylglycerin, Diacylglycerin oder Triacylglycerin, veriangert 
werden. " 

Der bevorzugte Biosyntheseort von Fettsauren, Olen, Lipiden oder Fette in den 
vorteilhaft verwendeten Pflanzen ist beispielsweise im allgemeinen der Samen oder 
Zellsch.chten des Samens, so dass eine samenspezifische Expression der im Verfah- 
ren verwendeten Nukleinsauren sinnvoll ist Es ist jedoch naheliegend, dass die 
B.osynthese von Fettsauren, Olen oder Lipiden nicht auf das Samengewebe be- 
schrankt sein muss, sondern auch in alien ubrigen Teilen der Pflanze - beispielsweise 
in Epidermiszellen oder in den Knollen - gewebespezifisch erfolgen kann. 

Werden im erfindungsgema&en Verfahren als Organismen Mikroorganismus wie Hefen 
wie Saccharomyces oder Schizosaccharomyces, Pilze wie Mortierella, Aspergillus 
Phytophtora, Entomophthora, Mucor oder Thraustochytrium Algen wie lsochrysis 
Phaeodactylum oder Crypthecodinium verwendet, so werden diese Organismen ' 
vorteilhaft fermentativ angezogen. 

Durch die Verwendung der erfindungsgemaBen Nukleinsauren, die fur eine Ly- 
sophosphatidsaure Acyltransferase, Glycerin-3-phosphat Acyltransferase, Diacylglyce- 
rin Acyltransferase und/oder Lecithin Cholesterin Acyltransferase codieren, konnen im 
Verfahren die hergestellten mehrfach ungesattigten Fettsauren mindestens urn 5 % 
bevorzugt mindestens urn 10 %, besonders bevorzugt mindestens urn 20 % ganz ' 
besonders bevorzugt urn mindestens 50 % gegeniiber dem Wildtyp der Organismen 
die die Nukleinsauren nicht rekombinant enthalten, erhoht werden. 

Durch das erfindungsgemalSe Verfahren konnen die hergestellten mehrfach ungesat- 
tigten Fettsauren in den im Verfahren verwendeten Organismen prinzipiell auf zwei 
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Arten erhoht werden. Es kann vorteilhaft der Pool an freien mehrfach ungesattigten 
Fettsauren und/oder der Anteil der uber das Verfahren hergestellten veresterten 
mehrfach ungesattigten Fettsauren erhoht werden. Vorteilhaft wird durch das erfin- 
dungsgemaRe Verfahren der Pool an veresterten mehrfach ungesattigten Fettsauren in 
5 den transgenen Organismen erhoht. 

Werden im erfindungsgemaflen Verfahren als Organismen Mikroorganismen verwen- 
det, so werden sie je nach Wirtsorganismus in dem Fachmann bekannter Weise 
angezogen bzw. geziichtet. Mikroorganismen werden in der Regel in einem flussigen 
Medium das e.ne Kohlenstoffquelle meist in Form von Zuckern, eine Stickstoffquelle 
10 meist in Form von organischen Stickstoffquellen wie Hefeextrakt Oder Salzen wie 
Ammon.umsulfat, Spurenelemente wie Eisen-, Mangan-, Magnesiumsalze und 
gegebenenfalls Vitamine enthalt, bei Temperaturen zwischen 0 °C und 100 °C 

dr D ^t^S» n T » WS f 60 °° Unt6r Sauerstof *e9asung angezogen. Dabei kann 
der pH der Nahrflussigkeit auf e.nen festen Wert gehalten werden, das heifct wahrend 
15 der Anzucht regul.ert werden oder nicht. Die Anzucht kann batch weise, semi batch 
we.se oder kontinuierlich erfolgen. Nahrstoffe kbnnen zu Beginn der Fermentation 
vorgelegt oder semikontinuierlich oder kontinuierlich nachgefuttert werden Die 
hergestellten mehrfach ungesattigten Fettsauren konnen nach dem Fachmann 
bekannten Verfahren wie oben beschrieben aus den Organismen isoliert werden 
Be.sp.elswe.se uber Extraktion, Destination, Kristallisatlon, ggf. Salzfallung und/oder 
sVn 0 werde 9 n aP ° r9aniSmen k5nnen dazu vorher noch vorteilhaft aufgeschlos- 

Das erfindungsgema&e Verfahren wird, wenn es sich bei den Wirtsorganismen urn 
Mikroorganismen handelt, vorteilhaft bei einer Temperatur zwischen 0 °C bis 95 °C 
bevorzugt zwischen 10 »C bis 85 "C, besonders bevorzugt zwischen 15 °C bis 75 »C 
ganz besonders bevorzugt zwischen 1 5 °C bis 45 °C durchgefuhrt 

Der pH-Wert wird dabei vorteilhaft zwischen pH 4 und 12, bevorzugt zwischen pH 6 
und 9, besonders bevorzugt zwischen pH 7 und 8 gehalten. 

Das erfindungsgemalJe Verfahren kann batchweise, semi-batchweise oder kontinuier- 
■«1T " r rde "" Eine Z^ammenfassung uber bekannte Kultivierungsmethoden 
is . .m Lehrbuch von Chmiel (Bioprozelltechnik 1. Einfuhrung in die Bioverfahrenstech- 
n.k (Gustav Fischer Verlag, Stuttgart, 1991)) oder im Lehrbuch von Storhas (Bioreakto- 
ren und penphere Einrichtungen (Vieweg Verlag, Braunschweig/Wiesbaden 1994)) zu 
finden. ' " 
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Das zu verwendende Kulturmedium hat in geeigneter Weise den Anspruchen der 
jeweiligen Stamme zu genugen. Beschreibungen von Kulturmedien verschiedener 
Mikroorganismen sind im Handbuch "Manual of Methods fur General Bacteriology" der 
Amencan Society fur Bacteriology (Washington D. C, USA, 1981 ) enthalten 
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Diese erfindungsgemaS einsetzbaren Median iimfaoo„„ • ^ 

gewohnllch eine oder mehrere Kbh2££^ beschneben 

Salze, Vitamine und/oder Spurenelemente S&cksto ff^ellen, anorganische 

Bevorzugte Kohlenstoffquellen sind Zucker wi* m™„ rv , ~ 
5 gute Kohlenstof^ueilensind w£225 S^^2^J**~° e '2 rt *- Sehr 
Ribose, Sorbose, Ribulose Lactam » ^' Fruotose ' Mannose. Galactose, 

Cellulose. Man kami^a^' Sa f" a ™>e. Rafflnose, Starke oder 

vorteuhaft seln GemlihTveSeS,eS g ^ T 9ebea & kann au <* 

> f^KohienstoffgueS 

^der^nolondWo.an^^B^ 

s.o ff gue»en unCe^l^^^^T' Sn , ,halten - «• S«ck- 

Ammonlumsulfat, AmmoZmchtnd ^ J^?™ 0<ter Amnroniumsalze, wie 

Ammoniumnltrat ™ ,umphos P nat ' Ammonlumoarbonat oder 

Maisgue,,„asse£ SoMmehTs^™ ^ ^J™^ SBcfcstoffguelien, wie 
Squalen k 6n'ne„ ain^S SSS^S^SST ^ 

Molybdan, Kali™, Mangan, 2n k Kuptr und B»„ ' 9neS ' Um ' NaWU ' n ' ^ 

-o^s^ntn^r 0 " rr* n ^ 

beispielsweise tSS'SSSTSSS^ IS"*— 0 * Verbln *"9 a n * 
Oder Protoeateobuf,. ^^^Z^^Z^^ * ^ 
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sen, Maisquellwasser und dergleichen. Dem Kulturmedium konnen uberdies geeignete 
Vorstufen zugesetzt werden. Die genaue Zusammensetzung der Medienverbindungen 
hangt stark vom jeweiligen Experiment ab und wird fur jeden spezifischen Fall individu- 
ell entschieden. Information fiber die Medienoptimierung ist erhaltlich aus dem 
5 Lehrbuch "Applied Microbiol. Physiology, A Practical Approach" (Hrsg. P.M. Rhodes, 
P.F. Stanbury, IRL Press (1997) S. 53-73, ISBN 0 19 963577 3). Wachstumsmedien 
lassen sich auch von kommerziellen Anbietern beziehen, wie Standard 1 (Merck) oder 
BHI (Brain heart infusion, DIFCO) und dergleichen. 

Samtliche Medienkomponenten werden, entweder durch Hitze (20 min bei 1,5 bar und 
10 121°C) oder durch Sterilfiltration, sterilisiert. Die Komponenten konnen entweder 
zusammen oder notigenfalls getrennt sterilisiert werden. Samtliche Medien- 
komponenten konnen zu Beginn der Anzucht zugegen seiri oderwahlfrei kontinuierlich 
oder chargenweise hinzugegeben werden. 

Die Temperatur der Kultur liegt normalerweise zwischen 15°C und 45°C, vorzugsweise 
15 bei 25°C bis 40°C und kann wahrend des Experimentes konstant gehalten oder 

verandert werden. Der pH-Wert des Mediums sollte im Bereich von 5 bis 8,5, vorzugs- 
weise um 7,0 liegen. Der pH-Wert fur die Anzucht lasst sich wahrend der Anzucht 
durch Zugabe von basischen Verbindungen wie Natriumhydroxid, Kaliumhydroxid, 
Ammoniak bzw. Ammoniakwasser oder sauren Verbindungen wie Phosphorsaure oder 
20 Schwefeisaure kontrollieren. Zur Kontrolle der Schaumentwicklung konnen Anti- 

schaummittel wie z. B. Fettsaurepolyglykolester, eingesetzt werden. Zur Aufrechterhal- 
tung der Stabilitat von Plasmiden konnen dem Medium geeignete selektiv wirkende 
Stoffe, wie z. B. Antibiotika, hinzugefugt werden. Um aerobe Bedingungen aufrechtzu- 
erhalten, werden Sauerstoff oder Sauerstoff haltige Gasmischungen, wie z. B. Umge- 
25 bungsluft, in die Kultur eingetragen. Die Temperatur der Kultur liegt normalerweise bei 
20°C bis 45°C und vorzugsweise bei 25°C bis 40°C. Die Kultur wird solange fortge- 
setzt, bis sich' ein Maximum des. gewunschten Produktes gebildet hat. Dieses Ziel wird 
normalerweise innerhalb von 10 Stunden bis 160 Stunden erreicht. 

Die so erhaltenen, insbesondere mehrfach ungesattigte Fettsauren enthaltenden, 
30 Fermentationsbruhen haben ublicherweise eine Trockenmasse von 7,5 bis 25 Gew.-%. 

Die Fermentationsbruhe kann anschlieliend weiterverarbeitet werden. Je nach 
Anforderung kann die Biomasse ganz oder teilweise durch Separationsmethoden, wie 
z. B. Zentrifugation, Filtration, Dekantieren oder einer Kombination dieser Methoden 
aus der Fermentationsbruhe entfernt oder vollstandig in ihr belassen werden. Vorteil- 
35 haft wird die Biomasse nach Abtrennung aufgearbeitet. 

Die Fermentationsbruhe kann aber auch ohne Zellabtrennung mit bekannten Metho- 
den, wie z. B. mit Hilfe eines Rotationsverdampfers, Dunnschichtverdampfers, 
Failfilmverdampfers, durch Umkehrosmose, oder durch Nanofiltration, eingedickt 
beziehungsweise aufkonzentriert werden. Diese aufkonzentrierte Fermentationsbruhe 
40 kann schlielilich zur Gewinnung der darin enthaltenen Fettsauren aufgearbeitet 
werden. 
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Tiedutter Oder Kosmatika ve^ZZ^ 3 Pharmaka ' Nah ^n,»e,. 
phospha, ZJZZ^X D ZZ^T^T^' G ^'> n - 3 - 

Vo**afte isallerte Nuldelnsauresequanzan slnd Seouanzan ausoewahl. aus der 
^af^SsE^^^^ 

SEQ ID NO- 7 SEQ ID NO* fl «™ mJ?°' 3 ' S6Q ID NO: 4 ' SEQ ID NO: 6, 

SEQ ID NO:' 16. S^?D N NQ 9 i 8 S oi fsTo^^Z^ ° "* "' 
Sequenz ableiten lassan anthaltenden codierenden 

SEQ ID NO: 16 , SE^O^E^N^ » "* * 

?SSSS^J£ , ^-*""SS5 SEQ ID NO: 
30 17, SEQ ID NO- Soder SEOin i N^, - ' 12 ' SEQ ' D NO: 15 ' SEQ ID NO: 

codlaran und mlndesSi 40^/ h™, • ^f^" Amlnosauresequanz 
NO: 2 SEQ ID NO .n . SIB aUf mit SEQ ID 

NO: li Iw?D 17 SEQ ,S NO « V N ° : 1 °' SEQ 10 NO: 12 ' S ^ ■> 
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b) Nukleinsauresequenzen, die sich als Ergebnis des degenerierten genetischen 
Codes von der in SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 24 Oder SEQ ID NO: 26 enthal- 
tenden codierenden Sequenz ableiten lassen 

c) Derivate der in SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 24 oder SEQ ID NO: 26 dargestell- 
ten Nukleinsauresequenz, die fur Polypeptide mit der in SEQ ID NO- 23 SEQ ID 
NO: 25 oder SEQ ID NO: 27 dargestellten Aminosauresequenz codieren und 
mindestens 40 % Homologie auf Aminosaureebene mit SEQ ID NO- 23 SEQ ID 
NO: 25 oder SEQ ID NO: 27 aufweisen und eine Giycerin-3-phosphat Acyltrans- 
ferase-Aktivitat aufweisen. 

Zusatzliche vorteilhafte erfindungsgemalien isolierte Nukleinsauresequenzen sind 
Sequenzen ausgewahlt aus der Gruppe: 

a) einer Nukleinsauresequenz mit der in SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO- 30 oder SEQ 
ID NO: 32 dargestellten Sequenz, 

b) Nukleinsauresequenzen, die sich als Ergebnis des degenerierten genetischen 
Codes von der in SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 30 oder SEQ ID NO: 32 enthal- 
tenden codierenden Sequenz ableiten lassen 

c) Derivate der in SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 30 oder SEQ ID NO: 32 dargestell- 
ten Nukleinsauresequenz, die fur Polypeptide mit der in SEQ ID NO- 29 SEQ ID 
NO: 31 oder SEQ ID NO: 33 dargestellten Aminosauresequenz codieren und 
mindestens 40 % Homologie auf Aminosaureebene mit SEQ ID NO- 29 SEQ ID 
NO: 31 oder SEQ ID NO: 33 aufweisen und eine Diacylglycerin Acyltransferase- 
Aktivitat aufweisen. 

Eine weitere Gruppe vorteilhafter erfindungsgema&er isolierte Nukleinsauresequenzen 
sind Sequenzen ausgewahlt aus der Gruppe: 

a) einer Nukleinsauresequenz mit der in SEQ ID NO: 34 oder SEQ ID NO- 36 
dargestellten Sequenz, 

b) Nukleinsauresequenzen, die sich als Ergebnis des degenerierten genetischen 
Codes von der in SEQ ID NO: 34 oder SEQ ID NO: 36 enthaltenden codierenden 
Sequenz ableiten lassen 

c) Derivate der in SEQ ID NO: 34 oder SEQ ID NO: 36 dargestellten Nukleinsaure- 
sequenz, die fur Polypeptide mit der in SEQ ID NO: 35 oder SEQ ID NO: 37 dar- 
gestellten Aminosauresequenz codieren und mindestens 40 % Homologie auf 
Am.nosaureebene mit SEQ ID NO: 35 oder SEQ ID NO: 37 aufweisen und eine 
Lecithin Cholesterin Acyltransferase-Aktivitat aufweisen. 

Mit Hilfe dieser erfindungsgemaUen isolierten Nukleinsauren lassen sich in LCPUFA- 
produzierende Organismen LCPUFAs an alien Positionen beispielsweise eines 
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Triacylglycerins einbauen, wie die Positionsanalysen der Lipide von LCPUFA- 
produzierenden Organismen zeigten. 

Die vorgenannten erfindungsgema&en isolierten Nukleinsauresequenzen lassen sich 
vorteilhaft mit den folgenden Nukleinsauresequenzen kombinieren, die fur Polypeptide 

mit Acyl-CoA:Lysophospholipid-Acyltransferaseaktivitat codieren, ausgewahlt aus der 
Gruppe: 

a) einer Nukleinsauresequenz mit der in SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO- 41 SEQ ID 
NO: 43 Oder SEQ ID NO: 45 dargestellten Sequenz, 

b) Nukleinsauresequenzen, die sich als Ergebnis des degenerierten genetischen 
Codes von der in SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 43 Oder SEQ ID 
NO: 45 enthaltenden codierenden Sequenz ableiten lassen 

c) Derivate der in SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 41 . SEQ ID NO: 43 Oder SEQ ID 

NO: 45 dargestellten Nukleinsauresequenz, die fur Polypeptide mit der in SEQ 

ID NO: 40, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 44 Oder SEQ ID NO: 46 dargestellten 

Aminosauresequenz codieren und mindestens 40 % Homologie auf Aminosau- 

reebene mit SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 44 Oder SEQ ID NO- 

46 aufweisen und eine Acyl-CoA:Lysophospholipid-Acyltransferaseaktivitat auf- 
weisen. 

Vorteilhaft stammen alle die im erfindungsgemafcen Verfahren verwendeten Nuklein- 
sauresequenzen aus einem eukaryontischen Organismus. 

Die im Verfahren verwendeten Nukleinsauresequenzen, die fur Proteine mit Ly- 
sophosphatidsaure Acyltransferase-Aktivitat, Glycerin-3-phosphat Acyltransferase- 
Aktivrtat, Diacylglycerin Acyltransferase-Aktivitat Oder Lecithin Cholesterin Acyltransfe- 
rase-Aktivitat codieren oder fur Proteine des Fettsaure- oder Lipidstoffwechsels 
vorteilhaft fur Proteine mit Acyl-CoA:Lysophospholipid-Acyltransferase- A-4- 
Desaturase-, A-5-Desaturase-, A-6-Desaturase-, A-8-Desatuase-, A-9-Desaturase- A- 
12-Desaturase-, A-5-Elongase-, A-6-Elongase- oder A-9-Elongase-Aktivitat, werden 
vorteilhaft allein oder bevorzugt in Kombination in einer Expressionskassette (= 
Nukleinsaurekonstrukt), die die Expression der Nukleinsauren in einem Organismus 
vorteilhaft einer Pflanze oder einem Mikroorganismus ermoglicht, eingebracht. 

Zum Einbringen werden die im Verfahren verwendeten Nukleinsauren vorteilhaft einer 
Ampliation und Ligation in bekannter Weise unterworfen. Vorzugsweise geht man in 
Anlehnung an das Protokoll der Pfu-DNA-Polymerase oder eines Pfu/Taq-DNA- 
Polymerasegemisches vor. Die Primer werden in Anlehnung an die zu amplifizierende 
Sequenz gewahlt. Zweckmaliigerweise sollten die Primer so gewahlt werden, dass das 
Amplrfikat die gesamte kodogene Sequenz vom Start- bis zum Stop-Kodon umfasst Im 
Anschluss an die Amplifikation wird das Amplifikat zweckmafcigerweise analysiert 
Be.sp.elswe.se kann die Analyse nach gelelektrophoretischer Auftrennung hinsichtlich 
Quautat und Quantitat erfolgen. Im Anschluss kann das Amplifikat nach einem 
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Standardprotokoll gereinigt werden (z.B. Qiagen). Ein Aliquot des gereinigten Amplifi- 
kats steht dann fur die nachfolgende Klonierung zur Verfiigung. Geelgnete Klonie- 
rungsvektoren sind dem Fachmann allgemein bekannt. Hierzu gehoren Insbesondere 
Vektoren, die in mikrobiellen Systemen replizierbar sind, also vorailem Vektoren die 
eine effiziente Klonierung in Hefen Oder Pilze gewahrleisten, und die stabile Transfor- 
mation von Pflanzen ermoglichen. 2u nennen sind insbesondere verschiedene fur die 
T-DNA-vermrttelte Transformation geeignete, binare und co-integrierte Vektorsysteme 
Derartige Vektorsysteme sind in der Regel dadurch gekennzeichnet, dass sie zumin- ' 
dest d.e fur die Agrobakterium-vermittelte Transformation benStigten vir-Gene sowie 

d. e T-DNA begrenzenden Sequenzen (T-DNA-Border) beinhalten. Vorzugsweise 
umfassen diese Vektorsysteme auch weitere cis-regulatorische Regionen wie Promo- 
toren und Terminatoren und/oder Selektionsmarker, mit denen entsprechend transfor- 
mierte Organismen identifiziert werden konnen. Wahrend bei co-integrierten Vektorsys- 
temen vir-Gene und T-DNA-Sequenzen auf demselben Vektor angeordnet sind 
basieren binare Systeme auf wenigstens zwei Vektoren, von denen einer vir-Gene 
aber ke.ne T-DNA und ein zweiter T-DNA, jedoch kein vir-Gen tragi Dadurch sind ' 
letztere Vektoren relativ klein, leicht zu manipulieren und sowohl in E.-coli als auch in 
Agrobacterium zu replizieren. Zu diesen binaren Vektoren gehoren Vektoren der 
Senen pBIB-HYG, pPZP, pBecks, pGreen. ErfindungsgemaB bevorzugt verwendet 
werden Bin19, pBI101, pBinAR, pGPTV und pCAMBIA. Eine Obersicht uber binare 
Vektoren und ihre Verwendung gibt Hellens et al, Trends in Plant Science (2000) 5 
446-451. Fur die Vektorpraparation konnen die Vektoren zunachst mit Restriktionsen- 
donuklease(n) linearisiert und dann in geeigneter Weise enzymatisch modifiziert 
werden. Im Anschluss wird der Vektor gereinigt und ein Aliquot fur die Klonierung 

e. ngesetzt Bei der Klonierung wird das enzymatisch geschnittenen und erforderlichen- 
falls gereinigten Amplifikat mit ahnlich praparierten Vektorfragmenten mit Einsatz von 
Ligase kloniert. Dabei kann ein bestimmtes Nukleinsaurekonstrukt bzw Vektor- oder 
Plasmidkonstrukt einen oder auch mehrere kodogene Genabschnitte aufweisen 
Vorzugsweise sind die kodogenen Genabschnitte in diesen Konstrukten mit regulatori- 
schen Sequenzen funktional verknupft. Zu den regulatorischen Sequenzen gehoren 
insbesondere pflanzliche Sequenzen wie die oben beschriebenen Promotoren und 
Terminatoren. Die Konstrukte lassen sich vorteilhafterweise in Mikroorganismen 
insbesondere Escherichia coli und Agrobacterium tumefaciens, unter selektiven ' 
Bedingungen stabil propagieren und ermoglichen einen Transfer von heterologer DNA 
in Pflanzen oder Mikroorganismen. 

Unter der vorteilhaften Verwendung von Klonierungsvektoren konnen die im Verfahren 
verwendeten Nukleinsauren, die erfinderischen Nukleinsauren und Nukleinsaure- 
konstrukte in Organismen wie Mikroorganismen Oder vorteilhaft Pflanzen eingebracht 
werden und damit bei der Pflanzentransformation verwendet werden, wie denjenigen 
die veroffentlicht sind in und dort zitiert sind: Plant Molecular Biology ~ ' 

and Biotechnology (CRC Press, Boca Raton, Florida), Kapitel 6/7, S. 71-119 (1993V 
F.F. White, Vectors for Gene Transfer in Higher Plants; in: Transgenic Plants Bd 1 ' 
Engineering and Utilization, Hrsgb.: Kung und R. Wu, Academic Press, 1993 15-38- 
B. uenes et ai., Techniques for Gene Transfer, in: Transgenic Plants, Bd. 1, Enginee- 
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ring and Utilization, Hrsgb.: Kung und R. Wu, Academic Press (19931 1?« 
Pofrykus, Annu. Rev. Piant Physiol. Rant Molec. Biol. 42(^1) 20^2^ n ? ■ 
Verfahren verwendeten Nukleinsaurpn Hio a ^ . 2 *' 205_225 ))- D 'e im 

saurekonstrukte und/oder vtktorenTasse,^ TT 6 " Nuk,elnsau ™ ""d Nuk.ein- 
5 derung eines breiten Spektmms an 52? 2Ur 9 entecn ™'°gfechen Veran- 

dass diese bessere iSS^^pS^r^ " 

Diacylglycerin Acyltransferase- oder S^nS Acyltransferase-, 
) Ausbeute, Produktion und/oder E^Tl" o . i Ac y ,trans ferase-Proteins die 
Olfruchtpflanze otier ^e^^Z^ fT^ Feincnen «e aus einer 
direkt beeinflussen kaTn Die^nSS od^A^T I** 8 ve ™ dert en Proteins 
ferase-, Glyc^rin-sZsphat A^anstasf ? S , Lys °P nos P h ^saure Acyltrans- 
Lecithin Chotesterin Acy^ Acyltransferase- oder 

mit 2 .B. Acy..CoA:LysophospSfd^lS^ * ™ Genkomb ™tk>nen 

sen kann erhoht sein, so das Sere m ™ h ' Desaturasen un ^oder Elonga- 
novo hergestellt werden weH den ol 9 , prodU2ierten Verbindungen de 
Biosynthese vor <Z^^^2S^ T T"* M F * h '" 9keit ™ 

weiteren Enzymen aus dem Fetteanr* „!J, « ° der E,on 9asen oder 
verschiedeneVdivergenter "^^"SSfT^^ * Verwend ""9 
kann dabei vorteilhaft sein bzw 7e VewenSun V Unterschied '^^ Sequenzen 

Acyltransferase-, Acyl-CoAL^on^ LeC,th,n Cn °'esterin 

Elongase-Gene in ^e^^^t^^t^-' DeSatUrase ' und/ ° d - 
eine Zelle kann nicht nur den BteZteZn«« K ° mb,nat '°n ™ anderen Genen in 
die entsprechende J^S^^!^ T Endprodukt sondern auch 

werden. Ebenso kann^Sl S^SSS? ™° 96SChaffen 

Nahrstoffen, die zur BiosyTthSe e.nTr ^ ? ° ane> dle am ,m P° rt von 
ren, poiaren und neuTra^ Feinchemikalien (z.B. Fettsau- 

dieser Vorlaufer, Cofaktore > o2 Z^nlTT ^ S ° d3SS dle "Oration 
innerhalb des Speicherkom^ lnnerhalb der Ze,len °^r 

zur Produktion von PUfZ T wie ZEEf*? T""* Fahigkejt der 2el1 ^ 
Fettsauren und Lipid Tsind seb^ E i T be f hrieben ' we ^ sesteigert wird. 
rung der Aktivitat oder SSCTcS SS"^ wQnsch ^wert; durch OpUmie- 
Acyltransferase-, 6^^^^ 7 ^ mehrerer ^P^Phatidsaure 
, Lecithin Cholesterir^ 

y nsrera^ , Acyl-CoA.Lysophospholipid-Acyltransferase-, 
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Desaturase- und/oder Elongase-Gene, die an der Biosynthese dieser Verbindungen 
bete.l.gt s«nd, Oder durch Zerstoren der Aktivitat einer oder mehrerer Gene, die am 
Abbau d.eser Verbindungen beteiligt sind, kann es mogiich sein, die Ausbeute 
Produkt.cn und/oder Effizienz der Produktion von Fettsaure- und Lipidmolekulen aus 
Organismen und vorteilhaft aus Pflanzen zu steigem. 

Die im erfjndungsgemaften Verfahren verwendeten isolierten Nukleinsauremolekule 
codieren fur Proteine oder Teile von diesen, wobei die Proteine oder das einzelne 
Prote.n oder Teile davon eine Aminosauresequenz enthalt, die ausreichend homolog 

f ^o.nT, 1 ^ o| 6qUenZ S6qUenZ SEQ ID NO: 2 ' S£ Q ID NO: 5. SEQ ID NO" 
8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO- 17 SEQ ID NO 19 

^ |° "°; »■ » ID NO: 23, SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 27 SEQ ,D NO 29 
SEQ ,D NO: 31, SEQ > ID NO: 33, SEQ ID NO: 35 oder SEQ ID NO: 37 ist, so dass das 
Protem oder der Te, davon eine aufweisen und eine aquivalente Lysophosphatidsaure 
Ac y trans erase-Akt,vitat, Glycerin-3-phosphat Acyltransferase-Aktivitat, Diacylglycerin 
15 Acyltransferase-Aktivitat oder Lecithin Cholesterin Acyltransferase-Aktivitat beibS 
Vorzugswe,se hat das Protein oder der Teil davon, das/der von dem Nukleinsauremo- 
lekul kodiert w.rd, noch seine wesentliche enzymatische Aktivitat und die Fahigkeit am 
Stoffwechsel von zum Aufbau von Zellmembranen oder Lipidkorperchen in Organis- 
on Tf? ^ I rte,,haft in W*™" notwendigen Verbindungen oder am Transport von 
20 Motekulen uber diese Membranen teilzunehmen noch hat. Vorteilhaft ist das von den 
Nuklemsauremolekulen kodierte Protein zu mindestens etwa 40 %, vorzugsweise 
m.ndestens etwa 60 % und starker bevorzugt mindestens etwa 70 %, 80 % oder 90 % 
und am starksten bevorzugt mindestens etwa 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 99 % oder 
mehr homolog zu einer Aminosauresequenz der Sequenz SEQ ID NO-2 SEQ ID NO- 
5, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 15 SEQ ID NO 17 

tlS !n 19 ' SEQ ' D N0 " 21 « SEQ ' D NO: 23 ' SEQ ,D NO: 25, SEQ ID NO 27 
SEQ ,D NO: 29, SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 35 oder SEQ ID NO 

zu ve^sfehen ° * ^ H ° m ° ,0gie oder homo,0 9' ,den «^t oder identisch 

Unter wesentlicher enzymatischer Aktivitat der verwendeten erfindungsgemalien 
Lysophosphaftdsaure Acyltransferasen, Glycerin-3-phosphat Acyltransferasen 
Dracylglycerin Acyltransferasen oder Lecithin Cholesterin Acyltransferasen ist zu 
verstehen, dass sie gegenuber den durch die Sequenz mit SEQ ID NO- 1 SEQ ID NO- 
3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9 SEQ ID NO 11 SEQ 
ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO ^0 SEQ ID 
NO: 22, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO 30 SEQ ID 
NO: 32, SEQ ID NO: 34 oder SEQ ID NO: 36 und deren Derivate codlerten Pnotei 
nen/Enzymen .m Vergleich noch mindestens eine enzymatische Aktivitat von mindes- 
tens 10 o/ 0 , bevor2ugt 20 o /o> besonders bevorzugt 30 % upd ggn2 besQndere m'^es 

aufwe,sen und damit am Stoffwechsel von zum Aufbau von Fettsauren, Fettsaureester 
we Diacylg^cende und/oder Triacylglyceride in einem Organismus vorteilhaft einer 
Pflanzenzelle notwendigen Verbindungen oder am Transport von MolekUlen uber 
Iv-emuranen teilnenmen konnen, wobei desaturierte C18-, C20- C22- oder C24- 
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K °I" e r^ etten im FetteSurem °'ekiil mit Doppelbindungen an mindestens zwei 
vorteilhaft drei, vier oder funf Stellen gemeint sind. 

Vorteilhaft im Verfahren verwendbare Nukleinsauren stammen aus Bakterien Pilzen 
Oder Pflanzen w.e Algen oder Moosen wie den Gattungen Shewanella, Physcomitrella 
Thraustochytrium, Fusarium, Phytophtora, Ceratodon, Isochrysis, Aleurita ^scario 
des Momere la, Borage Phaeodactylum, Crypthecodinium o^er aus 
Caenorhabd.t.s, spez,ell aus den Gattungen und Arten Shewanella hanedai, Physco- 

Ceratodon purpureus, Isochrysis galbana, Aleurita farinosa, Muscarioides viallii, 
Mort.erella alp.na, Borago officinalis, Phaeodactylum tricomutum oder besonders 
vorteilhaft aus Caenorhabditis elegans. «s»unaers 

Alternate konnen die verwendeten isolierten Nukleotidsequenzen fur Lysophosphatid- 
saure Acyltransferasen, G.ycerin-3-phosphat Acyltransferasen, Diacylglycerin A 
cyltransferasen oder Lecithin Cholesterin Acyltransferasen codieren, die an eine 
Nukleot.dsequenz der SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO 4 SEQ ID NO 6 
SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO 13 SEQJD NO U SEQ 
ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO- 22 SEQ ID NO 24 tklm 

!D°N0 6 3 f h Q h ,D H NO: ^ ' D 3 °' SEQ ,D N ° ; 32 • ~ HO 34 odef SEQ 
ID NO: 36 hybnd.s.eren, z.B. unter stringenten Bedingungen hybridisieren. 

Die im Verfahren verwendeten Nukleinsauresequenzen werden vorteilhaft in einer 
Express,onskassette, die die Expression der Nukleinsauren in Organismen wie 
Mikroorganismen oder Pflanzen ermoglicht, eingebracht 

Dabei werden die Nukleinsauresequenzen, die fur die erfinderischen Lysophosphatid- 
saure Acyltransferasen, Glycerin-3- P hosphat Acyltransferasen, Diacylglycerin T 
cyltransferasen oder Lecithin Cholesterin Acyltransferasen codieren sowie die Nuklein- 
sauresequenzen, die fur die in Kombination veavendeten Acy.-CoA:Lysophospho.^ 
Acyltransferasen, d,e Desaturasen und/oder die Elongasen codieren mit einem oder 
mehreren Regulatronssignalen vorteilhafterweise zur Erhohung der Genexpression 
ftinktionell verknupft. Diese regulatorischen Sequenzen sollen die gezielte Expression 
der Gene und der Proteinexpression ermog.ichen. Dies kann beisplelsweise^e 
nach W,rtsorgan,smus bedeuten, dass das Gen erst nach Induktion exprimiert 
und/oder uberexprimiert wird, oder dass es sofort exprimiert und/oder Oberexprimiert 
w,rd. B ei sp,elsweise handelt es sich bei diesen regulatorischen Sequenzen urn 
Sequenzen an die Induktoren oder Repressoren binden und so die Expression der 
Nuk ernsaure reguheren. Zusatzlich zu diesen neuen Regulationssequenzen oder 
anste le d.eser Sequenzen kann die naturliche Regulation dieser Sequenzen vor den 
e.gentlichen Strukturgenen noch vorhanden sein und gegebenenfalls genetisch 
verandert worden sein, so dass die natOrliche Regulation ausgeschaltet und die 
Expre SS >on der Gene erhoht wurde. Die Expressionskassette (= Expressionskonstrukt 

Tr ^ ^ 6infaCher aUf9ebaut sein > das heiBt es burden ke ne 
zusatzhchen Regulat.onss.gnale vor die Nukleinsauresequenz oder dessen Derivate 
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inseriert und der nattirliche Promoter mit seiner Regulation wurde nicht entfernt. 
Stattdessen wurde die naturliche Regulationssequenz so mutiert, dass keine Regulati- 
on mehr erfolgt und/oder die Genexpression gesteigert wird. Diese veranderten 
Promotoren konnen in Form von Teilsequenzen (= Promotor mit Teilen der erfindungs- 
gemaften Nukleinsauresequenzen) auch allein vor das naturliche Gen zur Steigerung 
der Aktivitat gebracht werden. Das Genkonstrukt kann aulierdem vorteilhafterweise 
auch eine oder mehrere sogenannte "enhancer Sequenzen" funktionell verkniipft mit 
dem Promotor enthalten, die eine erhohte Expression der Nukleinsauresequenz 
ermoglichen. Auch am 3'-Ende der DNA-Sequenzen konnen zusatzliche vorteilhafte 
Sequenzen inseriert werden wie weitere regulatorische Elemente Oder Term inatoren 
Die Lysophosphatidsaure Acyltransferase-. Glycerin-3-phosphat Acyltransferase- 
Diacylglycerin Acyltransferase- oder Lecithin Cholesterin Acyltransferase-Gene sowie 
die vorteilhaft verwendeten Acyl-CoALysophospholipid-Acyltransferase- A-4- 
Desaturase-, A5-Desaturase-, A-6-Desaturase- und/oder A-8-Desaturase-Gene 
und/oder die A-5-Elongase-, A-6-Elongase- und/oder A-9-Elongase-Gene kSnnen in 
emer oder mehreren Kopien in der Expressionskassette (= Genkonstrukt) enthalten 
sein. Vorteilhaft liegt nur jeweils eine Kopie der Gene in der Expressionskassette vor 
Dieses Genkonstrukt oder die Genkonstrukte konnen zusammen im Wirtsorganismus 
expnmiert werden. Dabei kann das Genkonstrukt oder die Genkonstrukte in einem - 
oder mehreren Vektoren inseriert sein und frei in der Zelle vorliegen oder aber im 
Genom inseriert sein. Es 1st vorteilhaft fur die Insertion weiterer Gene im Wirtsgenom 
wenn die zu exprimierenden Gene zusammen in einem Genkonstrukt vorliegen. 

Die regulatorischen Sequenzen bzw. Faktoren konnen dabei wie oben beschrieben 
vorzugsweise die Genexpression der eingefuhrten Gene positiv beeinflussen und 
dadurch erhohen. So kann eine Verstarkung der regulatorischen Elemente vorteilhaft- 
erweise auf der Transkriptionsebene erfolgen, indem starke Transkriptionssignale wie 
Promotoren und/oder "Enhancer" verwendet werden. Daneben ist aber auch eine 
Verstarkung der Translation moglich, indem beispielsweise die Stability der mRNA 
verbessert wird. 

Eine weitere Ausfuhrungsform der Erfindung sind ein oder mehrere Genkonstrukte die 
eine oder mehrere Sequenzen enthalten, die durch SEQ ID NO: 1 SEQ ID NO- 3 SEQ 
ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11 SEQ ID NO- 
13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20 SEQ ID NO- 22 
SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO- 32 ' 
SEQ ID NO: 34 oder SEQ ID NO: 36 oder dessen Derivate definiert sind und fur 
Polypeptide gemali SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 8 SEQ ID NO- 10 
SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO" 21 
SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO- 31 ' 
SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 35 oder SEQ ID NO: 37 kodieren. Die genannten ' 
Lysophosphatidsaure Acyltransferasen, Glycerin-3-phosphat Acyltransferasen 
Diacylglycerin Acyltransferasen oder Lecithin Cholesterin Acyltransferasen fuhren 
dabe. vorteilhaft zu einem Austausch bzw. Einbau der Fettsauren zwischen dem Mono- 
, Di- und/oder Triglyceridpool der Zelle und dem CoA-Fettsaureester-Pool, wobei das 
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den Hafe- ode" a£ A^^c?^ £ ^ 

(Benzylsuifonamid-induzierbar) Plant J •> loao-ao? a *a ,J> I_ U3»si86 
induzierbar) EP-A-0 335 SPft /akv 199Z397 - 4 °4 (Gate et al., Tetracyclin- 

cr a u 335 528 (Abzismsaure-induzierbar) Oder WO 9^/01 
Oder Cyclohexenol-induzierbar) beschriehen^n p mm « + 93/21334 (Ethanol- 

in us 5,608,152 (Napm-Promotor aus Raps) WO 98/45461 ^njo«o,« D * 

besonders wenn sie eine Samon ^^11 Promotoren zu verwenden, 

ben in WO 99/16890 Samen - Spe2,flsche Expression vermitteln, wie z.B. beschrie- 
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Urn e.nen besonders hohen Gehalt an PUFAs vor allem in transgenen Pflanzen zu 
erz.elen sollten d.e PUFA-Biosynthesegene vorteilhaft samenspezifisch in Olsaaten 
expr.m,ert werden H.erzu konnen Samen-spezifische Promotoren verwendet werden, 
bzw. solche Promotoren die im Embryo und/oder im Endosperm aktiv sind. Samen- 
spez.fische Promotoren konnen prinzipiell sowohl aus dikotolydonen als auch aus 
monokotolydonen Pflanzen isoliert werden. Im folgenden sind vorteilhafte bevorzugte 

^Tm^T^ USP (= Unkn ° Wn S6ed Pr0tein > und Vici,in faba) [Sum- 
tern et a Mol. Gen Genet, 1991, 225(3)], Napin (Raps) [US 5,608,152], Acyl-Carrier 

SS^^^ 6 ' 001 W ° 92,186341 ° ,e0 ^ (Arabidopsis mXa J 

£££ sTsorj^ 02161 * : h - e °' in (PhaSe ° ,US ^> ' US 5 ' 504 ' 20 °1- Bce4 
WO 91/13980], Leguminosen B4 (LegB4-Promotor) [Baumlein et al Plant J 2 2 

1992] Lpt2 und ,pt1(Gerste) [WO 95/15389 u. WO95*3230], s£££2^ 

ZT 5 7^474^^ S ?"„ ^ " /16890] - Amy32b > Am ^ 6 " 6 und Aleurai " 

[US 5,677,474], Bce4 (Raps) [US 5,530,149], Glycinin (Soja) [EP 571 741] Phosohoe- 

nol-Pyruvatcarboxylase (Soja) [JP 06/62870], ADR12-2 (Soja [WO 98/08962] " 

Isoctratlyase (Raps) [US 5,689,040] Oder a-Amylase (Gerste) [EP 781 849] 

Die Pflanzengenexpression lasst sich auch uber einen chemisch induzierbaren 
Promotor erleichtem (siehe eine Ubersicht in Gatz 1997, Annu. Rev. Plant Physiol 
Plant Mol. B,o.., 48:89-108). Chemisch induzierbare Promotoren eignen sich ^sen- 
ders, wenn gewunscht wird, dass die Genexpression auf zeitspezifische Weise erfolgt 

SSSFJT? P T 0t0ren Sind eh ^aure-induzierbarer Promoto^O ' 
95/19443), em Tetracychn-induzierbarer Promotor (Gatz etal (1992) Plant J 2 3Q7 
404) und ein Ethanol-induzterbarer Promotor. ' ' ? ~ 

Urn eine stabile Integration der Biosynthesegene in die transgene Pflanze uber 
mehrere Generation sicherzustellen, sollte jede der im Verfahren verwendeten 
Nuk e,nsauren, d|e fur dte LysophosphatidsaureAcyltransferase, Glycerin-3-phosphat 
Acy trans erase; D,acylglycerin Acyltransferase und/oder die Lecithin Cholestin 
Acyltransferase, d,e vorteilhafte Acyl-CoA:Lysophospholipid-Acyltransferase A-4- 
Desa turase, d.e A-5-Desaturase, die A-6-Desaturase, die A-8-Desaturase und/oder die 
A-5-E.ongase, d,e A-6-Elongase und/oder die A-9-Elongase codieren, unter der 
Kontrolle ernes ergenen bevorzugt eines unterschiedlichen Promoters exprimiert 
werden da s.ch w.ederholende Sequenzmotive zu Instability der T-DNA bzw zu 
Rekomb.nat.onsereignis S en fuhren konnen. Die Expressionskassette ist dabei vorteil- 
haft so aufgebaut, dass einem Promotor eine geeignete Schnittstelle zur Insertion der 

l^Z^T en r MnS ' Ure f0 ' 9t V ° rtei,haft in elnem Po, y ,inker anschLS 
gegebenenfalls e.n Term.nator hinter dem Polylinker liegt. Diese Abfolge wiederholt 

s,ch mehrfach bevorzugt drei-, vier- oder funfmal, so dass bis zu funf Gene in eteem 

Konstrukt zusammengefuhrt werden und so zur Expression in die transgene 4nze 

emgebracht werden konnen. Vorteilhaft wiederholt sich die Abfolge bis zu dreimal Die 

Nuklemsauresequenzen werden zur Expression uber die geeignete SchnittsteTe 

be.sp.elswe.se ,m Polylinker hinter den Promotor inseriert. Vorteilhaft hat jede Nuklein- 

^uresequenz ,hren eigenen Promotor und gegebenenfalls ihren eigenen Tem^na o 

Es .st aber auch mogl.ch mehrere Nukleinsauresequenzen hinter einem Proctor und 
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ggf. vor einem Terminator zu inserieren n*^: ,v ^ . 
der fnsenerten Nukieinsauren ^T^^l^ 0 ^ dle 
Bedeutung, das heiRt eine Nukleinsaureseou^ ^kassette n.cht von entscheidender 
der Kassette insenert sein, ctSZ^SSX " 6rSter oder le «er Stelle in 
5 wird. Es konnen in der Exp re8 8ionS^^^ E rT 0n WeSent "" Ch 

wie beispieisweise der USP, UgS ^^T^ ,,r ^ ,8 ^ Pr °™toren 
Terminatoren verwendet werden is S«ho r ^ m0tOr Und "^hiedliche 
der Kassette zu verwendeT Dfes ten fiST* m69 ' iCh " Ur einen P™°tortyp in 
reignissen fiihren. kann jedoch zu unerwunschten Rekombinatior.se- 

dem Stoppcodon)abgebrochen werde^ Ve^ndT ra ^ ten Bios ^ he ^ne (hinter 
Terminator. Wie auch fur die PmnToSn f nf Werden kann hier z B *r OCS1 
Terminatorsequenzen ^SSSfSS: ^ * ^ Gen ^erschiediiche 

' * cS2T!^ Oene umtassen, die in 

Wirtsorganismen Regulationsoene vTrl ^° 9 " Ch und v °rteilhaft, in die 
Enzyme, welche durch ihre En^i* ne J Ur i ndukto ^ Repressoren Oder 
einesBiosy.thesewegse^^^^^ 

konnen heteroiogen Oder homologen se "n w ♦ Z " exprimieren - Diese Gene 

Nukleinsaurekonstrukt bzw. GenkorefrS ™T T W&terhln konnen vorteilhaft im 
Oder Lipidstoffwechsels en£ ^S^?'T ,he ^ deS Fettsaure - 
weiteren Oder mehreren weite en NuL^!- ! 686 Gene k6nnen auf einem 
a.s Biosynthesegene des^Sre^ r 7E£Z?T t l ^ VOrteHhaft werde " 
der Gruppe Acyi-CoA-Dehydrogen^n) *££ET * ^ aUS9SWah,t aus 
Desaturase(n), Acyl-ACP-Thio^^ ^ Camer protein J- 

CoA:Lysophospholipid-Acy.tra^ 

Hydroxylase(n). Acetyl-Coenz^T?« rh ! ^^^seCn), Fettsaure- 
Fetts^ure-Desaturas^n?^ 

Upase(n), Allenoxid-Synthase(n), Hydroperox^ m ^T^" 8 *** Triac y'9lycerol- 
oder deren Kombinationen verwendet £TrZ V (n) ° der Fett saure-Elongase(n) 
sind Biosynthesegene des FeSt 0 ^ Nuk.einsaureseguenzen 
Gruppe der Acyl-CtoArLysoDhosDhoLrf 7~ '"'p.dstoffwechsels ausgewahlt aus der 
Desaturase, AWaturase ^^of'P.d-Acyitransferase, A-4-Desaturase-, A-5- 
A-5-E.ongase-, A-6-E,^^ A-12-Desaturase-, 

in Komhination mit anderen 

= u nd2urTransf _ 

Die regulatorischen Sequenzen bTw F a w««, . •• 

n per emgefuhrten Gene positlv beeinflussen und 
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Promotoren und/oder -EnhanS vTwende, S** 6 TranskripUonssignale wle 

V^rr^ entbalten * im 

Glycerin-3-phosphat AcyHraSS^n^ ? , ^ LySophos P ha «^ U re Acyltransferasen 
) CholestennAcy^s* 

verwendeten Nukleinsaure allein in kLT N f Uk,e,nsaurek °^trukt, die die 
des Fettsaure- Oder UM^^J?^™^™* Weiteren Biosynthesegenen 
Acyltransferasen, A-4-DesaWse 1 5 nlT ^"^^P^PhoHpid. 
A-9-Desaturase, A-12-Desa^se ttEtont^t 068 ^ 86 ' 
Elongase. Wie hier verwendet h^im !, E '° ngase ' ^^tongaae und/oder A-9- 
das eine andere ^^^^Znll^ 
Ein Vektortyp ist ein "Plasmid" was ffir rinTJS r- a " Welche es Qebunden ist. 
steht, in die zusatziichen ZaIs^T^ , do PPe«strangige DNA-Schleife 
ist ein viraier Vektor, wobei^sSzS D^aTnte inT"' * Vektort *> 
werden konnen. Bestimmte Vektorer ^ SeQmente ,n das «* Genom ligiert 
worden sind, autonom Z^Tz B ^Z^^' h die sie ein ^ht 
sursprung). Andere Vektoren ^^^Z^^ "* 0akterie,le ™ Replikation- 
das Genom einer Wirtszeile inlgriert un3 ^JT" h die WirtS2e,,e 

repliziert. Zudem konnen besSfve^en "* Wirts 9 en ™ 

sie funktionsfahig verbunden 8^1^ uT*™ V ° n Gen6n ' mit denen 
onsvektoren" bezeichnet. Qe^riS^^?^ T**" hier a,S 
Rekombinationstechniken oeeianat «Z w f* re ^'°nsvektoren. die fur DNA- 
Beschreibung k6nnen * 

das Plasmid die am haufigsten verwendete > Ge^nl f^"^ W6rden ' da 
diese anderen Expressionsvektorf^n Vekto ^ omi ,st D,e Erfindung soil jedoch 
ausuben, umfasse'n. Vekt0ren ' die ahn,iche ^ktionen 

Fachmann bekannt sind, wie ^haaer TSL t fVS* 1 Vektoren ' die dem 

Elemente, Phasmide, Pha^emlde Cosm Z' T ^ ° MV ' ™ V ' Tra ^Posons, IS- 

nagem.de, Cosm,de, l.neare oder zirkulare DNA, umfassen 

^ s ^^T m ^ nten ^onsvektoren 
Genkonstrukt in einer F^X 3^^?^ *" ° Den besc ^bene 
einer Wirtszelle eignen, was bedel^^T de / Verwendeten Nukleinsauren in 
eine oder mehrere R«oulattow22^» ^mbmanten Expressionsvektoren 
on zu verwendenden ^rtezelfen ^ ^Slr aUf der Basis der 2ur ^essi- 

funktionsfahig verbunden S mSS£T2^ eX P rimierenden Nukieinsauresequenz 
bedeutet "funktionsfahig ^^JlsT^^^ ^^nsveZ 
an die Regu.ationsse q uenz(en) .22?^^ ^ ' ntereSSe derart 

derNukieotidsequenzmaglL]^ 
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VaKor in die WirtszetX^^X^^" ""s^ der 

10 umfassen seiche, ^ raturstellen da ™- ^OulaBonsaequenzen 

WMszeiUypen steuem. und so,™? JEWESS *" *»**-qu« in vieian 

Der Faohmann weiS das Z te^SlT I ^ s * mmten Be«ngungen stauern. 
15 gewflnschten P rot eins usv^ abMr^en tenT m AUSmaR "^^n «es 

CoALyMphospholipid-Acyl^nafera^ n«S ^^"^en, Aoyl- 

20 sohen odereukaoroUs<*an&l?a?^? n**" B °" Basen in ««*«**- 

MA., et al. (1992) "Foreign gene ex D ?L^ ^ Pi,22e " en (slehe Roma ™*. 

den Hondel CA .JJ af M9^1" ^ 8 Yeast 8:423 ^88; van 

fungi", in: More Gene hi^^J^T^^ eXPreSSi ° n ln fi ' a ™ntous 

JO 396-428: Academic Pres J s*n ™ ? ' W ' Bennet & LL Lasure - Hrsgb., S. 

(1991) "GenltnSer ^em "■SS^^*" GAJ-JJL - & Pu ^ * 

App.ied Mo te cu,arGene7c!of ^ * 
University Press: Cambridge) /uSvSwZ' , ? ' HrSgb " S " 1 " 28 ' Cambridge 
3:239-251), Ciliaten der T^^^^^ 1999. Marine Biotechnoiogy.?, 

5 mena, Paramecium, Colpidium Glau^m!' J ' Sp,rotr,chia ' S »«°™> Tetrahy- 

docohnilembus, Eupiote Tb^ZST' ^? Phrya ' P °tomacus, Desaturaseu- 
Styionychia lemnae^^^^^^ insbesondere der Gattung 

beschrieben in WO 98/0157? k Transformationsverfahren, wie 

Schmidt, R. un7v^ * ^"f Vie,2e,,i 9 er (siehe 

0 mediated transformation of LSsfe h«, Agrobacteriu " tumefaciens- 

Rep,583-586; PlarrtlS^S^^."? °° W8a0n 6Xp,antS " P,ant C *" 
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gy: Methods in Enzymoiogy 185, tJ^ZZ^^g^,™^ 
bcnante Expressionsvektor kann alternate zumft.toL , 1 Derrekom - 

NJ), bei denen Glutathione-Transferase (GS^ f£,™ 1 fT"""' Piscatawa y. 
Protein A an das rekombinan* "«* b ^ 

Transknptlon durch Wirts-RNA-Polymerase von einem h^LmES c 

Die Zielgenexpression aus dem pET 1d-Vektor ZZ^^^^T^ 0 ^ 

preDasa^seolTBaS etT 

Konstruktion von Vektoren die sich 7 ,r vI^TST Vektoren un d Verfahren zur 
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5 sen, Acyl-CtoA:Lysoph^pSd^"l • ^ C " h ' n Cholesteri " Acyltransfera- 
Insektenzellen unter Sndu™ ^r^ Sen, c DeSatUraSen Und/oder Bb ^»» *> 
werden. Baculovims-VeS ^lr r ^* V,rUS " El<P ^ Sl0nsveWoren s *P rt ™'«* 
Insektenzellen (z.B. aSltST ^ P, ° ,einen O^teten 
(1983) Mol. Cell Biol ZZ ^T 3 " PA( ^ elhe < Smi,h « 

10 Virology 170:31-39) ' P VL -R«te fl-ucklow una Summers (1989) 

BeMe, bescnrieben in: Z^TZTg? """ 

17 von Sambrook J Fritech^F nnrt m ° Ze " en S,ehe in dan ^P 1 "* « und 
Manual, 2. Aufla„e Cohort™ £j£ T " M ° leCUlar Clonin 9 : A Laboratory 

Press, Odd SprinJrSoo' N^19 8 * ' Uta * W ' ^ Sprin8 Hart ™ -borate^ 

» ^Z^Z^^V'TT die ^opbosphandsaure 

sen, Lectin ^^^Z^X^T' Acyitransfera- 

zitierte Litem Jn^ u^'F^zeL?^ 0 ' 09 ' 1 (3,:239 - 251 und dari " 
8 .ophyten, wie «^T^Z^"I& P S^ B - S P a ™ a " 

• Acids Re, ™ . VaoSrslo^enTr ? ^ *—»»■'«■. Nucl. 

Plants, Bd. 1, Engineering 3?? *5 TranS ° eni ° 

1993, S. 15-38. "rsgo.. Kung und R. Wu, Academic Press, 

verbundensind Sd^sTfedeSfr ~' ,en * teuem k6nnen und funktionsfahig 
on, erfQIien C bl^^ ^ Tam,hBltan der Transkripti- 

rungssignale sind dieje^n die au ^ht^^" 1 *- Bevor2u 9 te Polyadenylie- 
wie das als Octopinsynthase belaZe^nT^ i" mefacie "«-T-DNA stammen, 
EMBO J. 3 (1984) slm^oLrt^r x 68 T, ' P,asmids PTiACH5 (Gielen et al., 
in Pflanzen Lkl^ a ber auc h * anderen 



BASF Plant Science GmbH 



20011000 



PF 54409.DE 



37 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



«nth^^rl S 9 ^ reSS, ° n SShr ° ft niCht auf Transkriptionsebenen beschrankt ist, 

anzen - Ex P. re ssionskassette vorzugsweise andere funktionsfahig 
verbunden Sequenzen, w.e Translationsenhancer, beispielsweise die Overdrive- 
ISl h l! 5 '- un ^tierte Leader-Sequenz aus Tabakmosaikvirus, die das 

^TS ^ entha,t <Gal,le et al -' 1987, Nucl - Acids Research 

Die Pflanzengenexpression muss wie oben beschrieben funktionsfahig mil einem 
odZlTn m ? r r? Unden S6in ' d6r die Gene ^ession auf rechtzeitigTzTl.- 
plmo^n m'T^ 6 ,^ 56 dUrChfQhrt - NUt2bare Pr °™toren sind konstitutive 
Promotoren (Benfey et al., EMBO J. 8 (1989) 2195-2202), wie diejenigen, die von 
Pflanzenv,ren stammen, wie 35S CAMV (Franck et a.., Cell 21 (1980) 285-294) 19S 

MvSZSS H 53 f 605 W ° 84/02913) ° d6r ^nzenpromotoren, w e der 
m US 4,962,028 beschnebene der kleinen Untereinheit der Rubisco. 

Andere bevorzugte Sequenzen fur die Verwendung zur funktionsfahigen Verbindung in 

7e~^ Pre ^° nS ; KaSSenen ^ ^ng-Sequenzen, die zur Steuerung des 
Genproduktes .n se.n entsprechendes Zellkompartiment notwendig sind (siehe eine 

Li terlttln^?" R6V -- Rant SCL 15 ' 4 (1 " 6) 285 - 423 Und ^rS, e r 
Ueraturstellen), be.sp,elswe,se in die Vakuole, den Zellkem, alle Arten von Plastiden 

w* Amyloplasten, Chioroplasten, Chromoplasten, den extrazellularen R^m d. e ' 
daS ^oplasmatische Retikulum, Oikorpe, Peroxisome* "d andere 
Kompartimente von Pflanzenzellen. 

Die Pflanzengenexpression lasst sich auch wie oben beschrieben uber einen chemisch 
,nduz.erbaren Promoter erleichtern (siehe eine Obersicht in Gatz 1997, Ann " Rev 

2l Z ,ant M ° L Bi °'- 48:89 ' 108) - Chemisch induzierbare Promotoren eignen 

sich besonders wenn gewiinscht wird, dass die Genexpression auf zeitspezifiscnl 
We,se erfolgt Beispiele fur seiche Promotoren sind ein Saiicylsaure-induz^ 
Promoter (WO 95/19443), ein Tetracyclin-induzierbarer Promoter (GatzST(i992) 
Plant J. 2, 397-404) und ein Ethanol-induzierbarer Promoter. ( } 

Auch Promotoren, die auf biotische Oder abiotische Stressbedingungen reagieren sind 
gee.gnete Promotoren, beispielsweise der pathogeninduzierte PRP1 -Gen ProTotor 

£21 " ^ M ° L Bi ° L 22 (1993) 361 - 366 >- ^r hitzeinduzierbare hs P 80 
Promotor aus Tomato (US 5,187,267), der kalteinduzierbare Alphaamylase-Promotor 

(EP-S 09U 96/12814) ° d6r d6r ^ WUnd6n indUZi6rbare P-H~or 

Es sind insbesondere solche Promotoren bevorzugt, welche die Genexpression in 

2 SnTt harbeifQhren ' in denen die Fettsaur ^ Lipid- und Ofbiosynthe- 

oLS?n p k" Sa "I en2e,,en ' wle den 2ellen *» Endosperms und des sich enL- 
ZTteosT^tr^T P r° t0ren Sind d6r Napingen-Promotor aus Raps 

K^T^"*?" Vida f8ba < Baeumlejn et Mol Gen Genet, 
1 991 , 225 (3).459-67), der Oleosm-Promotor aus Arabidopsis (WO 98/45461 ) der 

Phaseo.in-Promoior aus Phaseolus vulgaris (US 5,504,200), der Bce4-Promotor aus 
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Expression in ^noUS^ST^"' d ' 9 -"-"P""— 
usw. herbeifQhren. 0**JZ£SZZ£ d, ' ^ W6iZen ' ^ Reis 

beschriebenen (Promotoren aus dem G^tln ™ U J 5/23230 ) od er die in WO 99/16890 
dem ReisOryzln-Gen, dS "|5£JE2^ 2 "I^"' ^ Rejs -G'«n-Gen, 
Glutelin-Gen. dem M-M^^2^ We E en-Gliadf n -Gen, Weizen- 
Gen, dem Roggen-Secalin-Genl Hafer - G,ute,,n - Gen ' *m Sorghum-Kasinn- 

Diacy, g , y cerinAcy.t ra n^enS 

in Kombination mlt ApyK^TwS^^.f?^?™ Acyltransferasen allein oder 
und/oder Elongasen gevSnscS DrpS"^"^ 86 "' Desat — en 
kann uber eine simultane TwlfTZfot 9 Ex P re ^onskassetten 

erfolgen oder bevorzugt dure SS^T* e ' n c 2e ' ner ^^konstrukte 
Konstrukt. Auch konnen n^jj^^i^ ^xpressionskassetten auf einem 
transformiertundaufdieWirts^ 

sowie einige Endprodu.Se de Z££X£%SS^ ^ * 
Promotoren, wie dervlrale RNA PoIvmi^TJ f o syntnet,s,ert w erden. Geeignete 
WO 95/16783 und WO 97/06250 S T^' Sind besch ^ben in 
in WO 99/46394. 5 °* c, P p - p ™°tor aus Arabidopsis, beschneben 

on" und 'Transfektion*. Kon^g^ Die Be 9 riff * ^nsformati- 

Vielzah. von im Stand derS^ verwendet, sollen eine 

Nukleinsaure (z.B. DNA) in einl !? 60 2Um BnM ^ fremder 

Calciumchforiicopr^ 

natOrliche Kompete'nz, ctmX^nm^ L ^ktion, 
beschuss, umfassen. Geeignete Verfah^n r,Ir« * E,ektroporatlon oder Teilchen- 
Wirtszeiien, einschiiefclich SanteS^ Transfektio " von 

(Moleouiar Cioning: A Laboratory Manuai' ^^J?*! Sambr °° k et al - 
Cold Spring Harbor Laborator^ ^Xess Co,d S ^n SP " n9 Harb ° r Moratory, 

Labor-HandbUchem, wie 2^SXSS^£^ T T*™ 
protocois, Hrsgb: Gartland und Davey, Hum^^V^^^^ 

NukieinsSure, des 

sind, sind alle iw^^jj^^ VektorS 9eei 9 net 

venvendeten Wirtsorganismen sind 2Z£££^£ 
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Pflanzenzellen vorzugsweise Pflanzen oder Teile davon. Pike, Hefen oder Pflanzen 
werden vorzugsweise verwendet, besonders bevorzugt Pflanzen, ganz besondeT 
bevorzugt Pflanzen, wie Olfruchtpflanzen, die grofte Mengen an UpidverbTndungen 
enthalten w,e Raps, Nachtkerze, Hanf, Diestel, Erdnuss, Canola, Lein, So^a Safflor 
Sonnenblume, Borretsch, oder Pflanzen, wie Mais, Weizen, Roggen H^T^e 

to^T^TT*' Mani ° k * T39eteS - ^naceen^Pfla^ 

Jt t Au ? e ? ,ne und Tomate - Vicia-Arten, Erbse, Alfalfa, Buschpflanzen 
(Kaffee, Kakao. Tee), Salix-Arten, Baume (Olplame, Kokosnuss) sowie ausdauemSe 
Graser und Futterfeldfruchte. Besonders bevorzugte erfindungsgemaBe P^aSeTslL 

ZT SSETS- * ^ Can ° ,a ' Lein ' Hanf^'achtkerzrsTnnen 

blume, Safflor, Baume (Olpalme, Kokosnufl). 

Ein weiterer erfindungsgemaRer Gegenstand sind wie oben beschrieben isolierte 
Nuklemsauresequenzen, die fur Polypeptide mit Lysophosphatidsaure Ac^ansferase- 
Ak .vita , Glycerin-3-phosphat Acyltransferase-Aktivitat, Diacylglycerin A^Ssferas^ 
T£l t ,° der . LeCithin Ch0,6Sterin Acyltransferase-Aktivitat codieren, wobe die du ch 
d,e Nuklemsauresequenzen codierten Lysophosphatidsaure Acyitransferasen 

Cholestenn Acyitransferasen spezifisch C 18 -, C*-, Q*- oder C^-Fettsauren mit 
m.ndestens einer Doppelbindungen im Fettsauremolekul umseteen 

Vorteilhafte isolierte Nukleinsauresequenzen sind Sequenzen ausgewahlt aus der 

a) einer Nukleinsauresequenz mit der in SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO- 3 SEQ ID NO- 
4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9. SEQ ID NO- Vl SEQ ID NO 
13, SEQ .D NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ,D NO: 18 oder SEQ ID nS 20 
dargestellten Sequenz, 

b) Nukleinsauresequenzen, die sich als Ergebnis des degenerierten genetischen 
Codes von der in SEQ ID NO: 1. SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO- 4 SEqTd NO 6 

Sn !n 7 ' SEQ ID N ° : 9> SEQ ,D NO: 1 1 ' SE ° ID NO 13, « D NO- 14 

C> ^SH^^ SEQ ' D N ° : 1 ' SEQ ,D NO: 3 < SEO ,D NO: 4, SEQ ID NO- 6 

2S n L SEQ ,D N ° : 9 ' SEQ ,D NO: 11 ' SEQ ,D NO: 3, SEQ ID NO- 14 
SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18 oder SEQ ID NO: 20 dargestellten ' 
Nuktemsauresequenz, die fur Polypeptide mit der in SEQ ID NO: 2 SEQ ID NO- 
5 SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO 15 SEQ ID NO* 
IdS? ,D h NO : !? ° d6r SEQ ,D N ° : 21 dar ^e.,ten AminosauJesequenz 

ST^^STf^?!? H ° m0,09ie 3Uf Amjno ^eebene mit SEQ ID 
NO. 2, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO- 12 SEQ ID 
NO: 15, SEQ ID NO: 17, SEQ ,D NO: 19 oder SEQ ID NO 21 TauLisen und 
erne Lysophosphatidsaure Acyltransferase-Aktivitat aufweisen. 
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der Gmp^ 61 ^^ 6 NukteinsSurese( 1 uenze n sind Sequenzen ausgewahlt aus 

a) einer Nukleinsauresequenz mit der in SEQ ID NO: 22, SEQ iD NO- 24 oder SEQ 
ID NO: 26 dargestellten Sequenz, 

b) Nukleinsauresequenzen, die sich als Ergebnis des degenerierten genetischen 
Codes von der in SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 24 Oder SEQ ID NO- 26 enthal- 
tenden codierenden Sequenz ableiten lassen 

c) Derivate der in SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 24 oder SEQ ID NO: 26 dargestell- 
ten Nukleinsauresequenz, die fur Polypeptide mit der in SEQ ID NO- 23 SEQ ID 
NO: 25 oder SEQ ID NO: 27 dargestellten Aminosauresequenz codieren und 
mindestens 40 % Homologie auf Aminosaureebene mit SEQ ID NO- 23 SEQ ID 
NO: 25 oder SEQ ID NO: 27 aufweisen und eine Glycerin-3-phosphat Acyltrans- 
ferase-Aktivitat aufweisen. 

dlfGruppe^^^ 6 iS ° ,ierte Nuk,eins§urese q uenzen sind Sequenzen ausgewahlt aus 

a) einer Nukleinsauresequenz mit der in SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO- 30 oder SEO 
ID NO: 32 dargestellten Sequenz, 

b) Nukleinsauresequenzen, die sich als Ergebnis des degenerierten genetischen 
Codes von der in SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 30 oder SEQ ID NO- 32 enthal- 
tenden codierenden Sequenz ableiten lassen 

c) Derivate der in SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 30 oder SEQ ID NO: 32 dargestell- 
ten Nukleinsauresequenz, die fur Polypeptide mit der in SEQ ID NO- 29 SEQ ID 
NO: 31 oder SEQ ID NO: 33 dargestellten Aminosauresequenz codieren und 
mindestens 40 % Homologie auf Aminosaureebene mit SEQ ID NO- 29 SEQ ID 

aS 3 A° de l r SE ° ' D N ° : 33 aufweisen u "d eine Diacylglycerin Acyltransferase- 
Aktivitat aufweisen. 

dlfGmppe^^^ 6 ISO ' ierte Nuk,einsaurese q uenzen sind Sequenzen ausgewahlt aus 

a) einer Nukleinsauresequenz mit der in SEQ ID NO: 34 oder SEQ ID NO- 36 
dargestellten Sequenz, 

b) Nukleinsauresequenzen, die sich als Ergebnis des degenerierten genetischen 
Codes von der in SEQ ID NO: 34 oder SEQ ID NO: 36 enthaltenden codierenden 
Sequenz ableiten lassen 

c) Derivate der in SEQ ID NO: 34 oder SEQ ID NO: 36 dargestellten Nukleinsaure- 
sequenz, die fur Polypeptide mit der in SEQ ID NO: 35 oder SEQ ID NO- 37 dar- 
gestellten Aminosauresequenz codieren und mindestens 40 % Homologie auf 
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Aminosaureebene mit SEQ ID NO- 35 oder SFO in mo- o-r ^ 

Lecithin Chdesten* AcW=„XS ** 

Die im Verfahren verwendeten NukleinsauremolekfiiP * r o,„ m..m • 
NO: 32 SEQ ID Na MotoSEO £ Mo » Q f N ° : 28 ' SEQ ID NO: 30 ' SEQ ID 
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Sequenz Oder von Teilen davon, verwendet werden (z B tenn ^ k. , . • . 

^e,a,. (197 ^r i t 1 ^^S^r ,W,renVOn 

inc., StP^C ^ FX^te^^r.?H Se A, erha " ,iCh TOn ^"agaku America, 
' rung mWels Po^SkeSn^S?^, °" s0 , nukle0 « d Prt™r zur AmpHflzte- 

no: i. seo. ,o Soc nSESTSSE Ts£^Z e r^ SEQ ,D 

SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO- 13 SEO in ^ , etf «? ° : 7 ' SEQ ,D NO: 9 > 
SEQ ID NO: 20 SEQ ID NO a 22 ID n£ £ S S 16 ' SEQ ' D NO: 18 ' 
SEQ ID NO: 30,' SeS » J£ g £ D NO 3^SEqTd NO ^ '° ^ ^ 
Sequenzen Oder mithilfe der in SEQ ID NO 2 SEQ Td NG Vb Tri 2 
NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO- 15 Sf=o Tn 2n ° ,D NO: 8 ' SEQ ,D 
NO: 21, SEQ ID NO" 23 SEQ ID nS J? qpS n SE ° ' D NO: 19 ' SEQ ID 

NO: 31, SEQ ,D NO: g S ID No! 3 o^SEoTd « '° 

resequenzen erstellen Eine erfindunn^an k , 37 dar 3 es te»ten Aminosau- 

von cDNA oder alternate vo geno^ Unter Ve ™^ng 

nukleotidprimem gemali 8lan£nEpSZ2S2^ f f 9ee, ' 9neten oli 9°- 
Die so amplifeierte NukteXZ^"?*" amp,lf,2fert werden - 

ID NO 13, SEQ Id NO: 14 SEQ ID N^O 16 SEQ ID No "J?^ '° NO: 11 ' SEQ 
NO: 22, SEQ ID NO: 24, SEqId NO 26 £5S Ln £ f ' SE ° ,D N ° : 20 ' SEQ ID 
NO: 32, SEQ ID NO 34 oder SEO .D NO St , ° l **' SE ° ID NO: 30 ' SEC > ' D 
Varlanten mlt mindestenfet^a 40 bf s fin I* ^ beis P ielsw ^ allelische 

mehr Homologie zu einer in SEQ ID NO- 1 SEO ID Mn , «A ,n ' 99 % oder 

6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO- 9 SEQ in mo -m cS?'A E ° ,D NO: 4 ' SEQ ,D NO: 

SEQ ,0 NO : 6, SEQ ,0 NO: 7, SEQ >D ^^^^^ 
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ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20 SEQ ID NO- 22 qpo in 
NO: 24, SEQ «D NO: 26, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO" 30 SEQ ID NO 32 SFm n 
NO 34 Oder SEQ .D NO: 36 gezeigten Nuk,eotidse qu „ 

umf as I?n ren ' h Z B - U ; t6r f in9ent6n Bedin ^ hybrldislert. AHeS Varianten 
umfassen insbesondere funktionelle Varianten die sich durch Mptinnl 7 , 

ssKsrasss: asssassr 

Protege fur d,e Insertion eines Oder mehrerer Gene vorteilhafterweise to oetalten 
w,rd. Protane die noch die enzymatisohe Aktivitat der LysophosTSS Ao^ene 
LedtWn^*o1esterin^' S| |t hat Aoyltransferase - D *acylglycerin Ac^transferas^oder^ 

4 SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7. SEQ ID NO: 9, SEQ IDNO 11 « b S 13 SEO 
ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO- 20 SEQ HO > NO- 22^ SPmn 

Homologen der SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO- 4 SEQ ID NO- r qpo .n 
NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 1 1, SEQ ID NO 13 SEC ID NO U SEO fn So 
16, SEQ ID NO: 18, SEQ ,D NO: 20, SEQ ID NO- 22 SEC UD NO 24 SFr ? n mo L 
SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 30, SEQ .D NO: 32 SEC HC ?r£ 34 Oder SEQ ^0- 36 

st^lTr Vate ' WiS beis ' ie,swe - P-motorvadanten. Di SE2£ 
stromaufwarts der angegebenen Nukleotldsequenzen konnen durch einen oder 
mehrere Nukleotidaustausche, durch Insertlon(en) und/oder Dele tonten) moJLert 
warden, ohne dass Jedoch die Funktiona.itat oder Aktivitat der Pro^o ol ge ^ wird 
Es ist werterhm moglich, dass die Aktivitat der Promotoren durch ModSon trt 

h^oT erh o ht lstoder dass sie vo,,st§ndi s dur <* ^t^SSS^Z 

heterologen Organismen, ersetzt werden. 9 

Die yorgenannter, Nukleinsauren und Proteinmolekule mit Lysophosphatidsaure 
Acyltransferase-Aktivitat, G.ycerin-3-phosphat Acyltransfe JLJSmS VZZycerin 
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! ?f ° der LeC,thin Cno,esterin Acyltransferase-Aktivitat, die am 
Stoffwechsel von Up.den und Fettsauren, PUFA-Cofaktoren und Enzymen Oder am 
Transport hpophiler Verbindungen uber Membranen beteiligt sind weVden 
im erfindungsgemaften Verfahren zur Modulation der Produktion von PUFAs in 
transgenen Organismen vorteilhaft in Pflanzen, wie Mais, Weizen, Roggen, Hafer 
Tnt,ca e, Re.s, Gerste, Sojabohne, Erdnuss, Baumwolle, Linum Arten wie 6l- oder 

Borr^Th MTlT" Arten ^ e ^ Can0,a Und RQbsen - Sonnenblume, 
Borretsch, Nachtkerze und Tagetes, Solanacaen-Pflanzen, wie Kartoffel Tabak 

^Trl^i r^' V L C i a - Arten ' Erbse ' Manfok « Buschpflanzen (Kaffee, 

^ F^ll^^' T a T e ( °' Palme ' Kokosnus *> ""d ausdauernden Grase n 
und Futterfeldfruchten, entweder direkt (z.B. wenn die Uberexpression oder Optimie- 
rung e.nes Fettsaurebiosynthese-Proteins einen direkten Einfluss auf dfe AusbeuTe 
Produktion und/oder Effizienz der Produktion der Fettsaure aus modifeierten Gas- 
men hat) verwendet und/oder konnen eine indirekt Auswirkung haben, die dennoch zu 

P^ oZ^VT"*' Pr ° dUkti0n Und/ ° der Effi2fenz der P-duktion der 
T ?! Abn ahme unerwunschter Verbindungen fiihrt (z.B. wenn 
die Modulation des Stoffwechsels von Lipiden und Fettsauren, Cofaktoren und 
Enzymen zu Veranderungen der Ausbeute, Produktion und/oder Effizienz der Produk- 

w!!,?^ H USam ™ en * et2Un9 d6r 9 ewQnschten Verbindungen innerhalb derZellen 
fuhrt, was wederum d»e Produktion einer oder mehrerer Fettsauren beeinflussen 

Die Kombination verschiedener Vorlaufermolekule und Biosyntheseenzyme fiihrt zur 
Herstellung verschiedener Fettsauremolekule, was eine entscheidende Aus Jrkung auf 
die Zusammensetzung der Lipide hat. Da mehrfach ungesattigte Fettsauren (= PUFAs) 
n.cht nur e>nfach in Tria C y.g,ycerin sondem auch in MembranHpide eingebaut w^rT 

Die Lipidsynthese lasst sich in zwei Abschnitte unterteilen: die Synthese von Fettsau- 

emer polaren Kopfgruppe. Ubliche Lipide, die in Membranen verwendet werden 
umfassen Phospholipids, Glycoside, Sphingolipide und Phosphoglyceride Die' 
dfe T^r n r IT l^T "* *" Umwandlun 9 von Acetyl-CoA in Malonyl-CoA durch 
f 1 CarbOXyl3Se ° der in Acet y- ACP ^rch die Acetyltransacylase. Nach 

emer Kondensafonsreaktion bilden diese beiden Produktmolekule zusammen Acetoa- 
cetyi-ACP^ das uber eine Reihe von Kondensations-, Reduktions- und 
rungsreakbonen umgewandelt wird, so dass ein gesattigtes Fettsauremolekul mil der 
gewunschten Kettenlange erhalten wird. Die Produktion der ungesattigten FettTaur^n 
aus d.esen Mo.eku.en wird durch spezifische Desaturasen kata^siert und zTr 

rT^th^rMir lttS,S m0leku,arem Sauerstoff °der anaerob (bezuglich der Fettsau- 
resynthese in Mikroorganismen siehe F.C. Neidhardt et al. (1996) E coli und Salmo 
ne.la. ASM Press: Washington, D.C., S. 612-636 und «nL2£^ZSSL. 
Lengeler et al (Hrsgb.) (1999) Biology of Procaryotes. Thieme: Stuttgart, New York 
und die enthaltene LiteratursteHen, sowie Magnuson, K., eta.. (1993) MicrSog ical 

rff " nd diS 6nth3,tenen Litera ^te.len). Die so he gestSten an 
Phospho!, pi de gebundenen Fettsauren mussen anschlieBend wieder fur die weKere 
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Vorlaufer fur die PUFA-Biosynthese sind beispielsweise Olsaure Linol- und Linr»i«»n 

einerweiteren Elongafon von cT^ Desatunerungsgrad, einschlieJSIich 

Dihomo-v-linolensaure ^rachiSn^u^f h ^ Fettsiuren wie Y-Linolensaure, 

ihrer Glyceride an ^ Form ' hrer Ester ******* in Form 
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^Zr^Cp^^'r - ^eroglycolipide. 
Caroiolipin, Phosph^y^P^hS 6 ,"' 6 t ~ mn < Ph ° s P^yl°holin), 
beispielhaftgenannt " myCe ""- Ph °sPn«dytsenn und Alkylacy,g,ycerophospho,lplde 

pen, beispielsweise durch Glycerin F^S„^T Pensa „ urBn auf dfe P»taren Kopfgrup- 
Lipld, 100(4.5):161-166r ^"""^"^^"^a* (siehe Frenteen, 1998 

Son, Fettsauremodifikatio ^^^V^^""^^ dle Beta °* ta - 
-Assemblierung einschlieKllon^eTTte^L 7^? '^""Speicherung und 
Kinney, 19 97, SeneUc ^^f^TT^" V dan f ° lflenden 
15 Browse, 1995, Plant Cell 7 9 S ShTnM„ 19:149 - 166 l °Nrogge und 

Physio,, nan, Mo,. eio , Jg™* ^J^^S"* ^ ""' 
Setlow, 18:111-13; Gerhardt 1992 p™ mI' J? , ~ ® f ret,C En 9 e ™ering, Hrsgb.: JK 
Kindl. 1995, Biochim !Sl»l«12 "'"""i °"nnemann-Schafer • 
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Die im Verfahren hergestellten PUFA<s nmfe M « ~ 

hohere Tlere nicht mehr von MotokOlen. die 

hohere Tiere nicht mehr mmSh^JZST T^™* aufnehmen "**en Oder die 

aufnehmen mussen, Lo^il ^T^ ^ Und so ^ zusatzlich 

synthetisiert werden beispteis^ Wie Bakterien ' 

synthetisieren. P' e,s we.se konnen Katzen Arach.donsaure nicht mehr 

der Efflndung umfasst Proteine ^ der Acynransferase" im Sinne 

sowie ihre Homologen, DerSn oder tn^TT^Z 0 " FeVsS " Kn bem ^ *<"<■, 
Erfindung sind zu vers ehen Pho^h!,-^? uT' Pn ° s P h °Wden im Sinne der 
dy,senn g pnc*ph a «d^^^ 

Phosphatidylcholin Die Beanie L^nh ^Phaddyhnosito, vorteilhafterweise 

Acyltransferase-Nukleinsaures^aaue^rM ^ nstem ^- Lecithin Cholesterin 
Lysophosphalidsaure AoylSmsT S^? 8 k N| ?**««I«W. * eine 
cerin Acylbansterase oS^£™^^t P * OSpt ? AcyNransferase, Diacylgly, 

ein Teil eine kodierende Refund e^Sls en^ T^ """""^ Und bei de ™ 
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.m Fachgeb.et bekannt und beinhalten die Konzentration des Fermentationsproduktes 
Verb.ndungen der Formel I), das in einer bestimmten Zeitspanne uTd SS- 

Zn%Z ntat,0n H SV °o ^ 96bi,det W,Yd (2 B - k 9 Produ " pro Stunde pro Liter) DeT 
Begnff E ffi z,enz der Produktion umfasst die Zeit, die zur Erzieiung einer bestimmten 

D^setZ 6 " 98 "f 9 f (Z - B - ,an9S di6 Ze " e zur Aufrichtu "9 eineSmmL 

T F h e ' n f Che T' ka,ie ben5ti9t) - Der Begriff Ausbeute oder Pro- 
dukt/Koh lenstoff-Ausbeute ,st im Fachgebiet bekannt und umfasst die Effizienz der 

^z^r^z^^ in das produkt (dh - die ~* rsXw 

I^^T^TT 3 " SgedrQckt als k 9 Prod ^ Pro kg Kchlenstoffque.le. Durch 
Tnult i TT ° d6r Produktion der Verbindung wird die Menge der gewonnT 
nen Molekule oderder geeigneten gewonnenen Molekule dieser Verbindung ^ 2"^ 
55*" Ku ' tu ™^ ** einen festgeiegten Zeitraum erhoht. Die Begnf£ 
aosynthese oder B.osyntheseweg sind im Fachgebiet bekannt und umfassen die 
Sy^esee-ner Verbindung, vorzugsweise einer organischen Verbindung du^ct eine 
Zelle aus Zw.schenverbindungen, beispielsweise in einem Mehrschritt- und staric 
reguherten Prozess. Die Begriffe Abbau oder Abbauweg sind im Fachgebiet bekannt 
vlZ : die h Spa,tun 9 einer Verbindung, vorzugsweise einer organist 
Verbmdung, durch eme Zelle in Abbauprodukte (allgemeiner gesagt, kleinere oder 
wen.ger komptexe Molekule) beispielsweise in einem Mehrschritt- 2k ^ sTk^ierten 
SS k 6 L Be9riff StoffWechsel ist ™ fachgebiet bekannt und umfas^e^amt 
he,t der biochem.schen Reaktionen, die in einem Organismus stattfinden Der Stoff 
wechsel e.ner bestimmten Verbindung (z.B. der StoffWechsel einer Fettsaure umfasst 
dann d,e Gesamtheit der Biosynthese-, Modifikations- und Abbauwege dtese Verbin 
dung ,n der Zelle, die diese Verbindung betreffen. 

Bei einer weiteren Ausfiihrungsform kodieren Derivate des erfindungsgemaften 
Nukle.nsauremolekGIs wieder gegeben in SEQ ID NO- 1 SEQ I DNO 3 SPOin mo 
4 SEQ .D NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO 11 SEQ ID NO* 13 SEO 
ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO- 20 SEQ ! ID NO- 22 <£mn 
NO: 24, SEQ ,D NO: 26, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO 30, SEQ^ NO ^2 SEQ ,D 
NO: 34 oder SEQ ID NO: 36 Proteine mit mindestens 40 %, vorteilhaft et^a 50 bis 
60 %, vorzugsweise mindestens etwa 60 bis 70 % und starker bevorJnnt m.nH 

10 SEQ ID NO: 12, SEQ ,D NO: 15, SEQ !D NO 17, SEQ ^D NC M 8 SE^.D T ?* 
SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO" 29 SEQ ID NO 3^' ' 
SEQ ID NO: 33, SEQ ,D NO: 35 Oder SEQ ,D NO: 37. Die H^e ^° ter den 
gesamten Am,nosaure- bzw. Nukleineaureaequenzbereioh berechnet. FMe si 

"£5 t° he WUr ? e , daS Pr09,amm P " eUp Verasn<tet ( J - M* Evolulton 2?351- 
360, 1987, H lgg ,n8 et at. CABIOS, 5 1989: 151-153) oder die Prooramme gZ, „nH 
Bes.Fi. [Needteman and Wunseb (J. Mo,. Bio,. 48: aLwSSEZSZF 
Waterman Adv. Appl. Math. 2; 482-489 (1981)1, die im GOG SotLre-^oket [Gene- 
»os Computer Group, 575 Sdenoe Drive, Madison, Wisoonain, USA 5371 1 
enmaiten e,nd. D,a oben in Prozent angegebenen Saquanzhomologiewerta wu Jen mit 
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lln^iTn 96Samten ^^ereich mitfolgenden Einstel.un- 

gen ermittelt: Gap Weight: 8, Length Weight 2. a cmsteiiun 

Die Erfindung umfasst zudem Nukleinsauremolekule, die sich von einer der in <?po in 
Glycenn-3-phosphat Acyltransferase, DiacylgLcerin i^trftanZtelC^^r^^ 

Bgebms naturiioher Variation sind und die funktionelle AkS von nS ££L 
sollen im Umfang der Erfindung enthalten sein. verandern, 
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SEQ ID NO: 32, SEQ ,D NO-' M oJL SEQ ,D S ,f "J 2 * SEQ '° N0: «■ 

verwendet werden Der BnanZ!! - ^' ' K ° 0der mehr N "kleotide 
verwendet. aoll h5£S£^*5E2S 5,nn0enten Be *S»"9en-, wie hier 
Nukteotldsequenin, SISSLS GoTh^T" 9 *" beschreib ^ ""terdenen 
aneinander hybridislert blZen dL Jh,^ °? zue,nander sind . gewdhnlich 
Sequenzan, die £££££ £ 5 X^beCT^ daSS 
noeh stidcar bevorzug, rnrndastanfa^^^^^^^ 7 ° % »* 
gewdhnlich aneinander hybridlsiert bleiben ni«! i. [ T* homolog sind, 
Fachmann bekennt und T*° Bedingungen slnd dem 

Wiley & Sana, N. Y. (1989^3 l2 3 « Zl^T* M °' eCUlar Bk>,09 >'' Joh " 
das BeisplelfOrstnngente H*MU*££Z? bevoEU ° tes ' ™cht einschranken- 

^Te m pera,urun,e^ 

organisches Losungsmittel im obenaenanntor, d. « ' X SSC (pH 7 ' 2 )- Fa,,s 
Formamid, ist die Tempera^ unter S , K „ V ° r " e9t ' 2Um Bels P leI 50 % 
sind die Hybridisieru^ etwa 42 ° C - Vorzugsweise 

und 20'C bis 45»C, voLgsweTse^^^ Vo^ 6 ' * SS ° 

Hybridisierungsbedingungen fur DNA-RNA HvhriHo o Vorzu 9 swe,se sind die 
bis 55*C, vorzugsweise ^Z^^T^O ^l^T * 880 M 3 °° C 
sierungstemperaturen sind beispielswefee furtin* STm orst ! nend genannten Hybridi- 
Basenpaare) Lange und einemT^?^ 100 bp <= 

bestimmt. Der Fachmann weiR wte i !f^ ° f % ,n Abw »«»heit von Formamid 
anhand von Lehrbuchem ^££EE^ Hybridisierungsbedingungen 
LehrbUchern Sambrook e a 2^T5S?T5?S ^ S" *" f ° ,9enden 
1989; Hames und Higgins (H^ab Tq^ S • ' d Sp " n9 Harbor Oratory, 
Approach", |R|_ PwS^O^l^T 1 ^^ Hybridization: A Practical 
"Essentia. M*^5£? J pS^p^ (HrS9b) 1991 ' 
Press, Oxford, bestimmt werden ' ^ * OXf ° rd Universi * 
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Zur Bestimmung der prozentualen Homoloaie r= iri^nt^ 

quenzen (z.B. einer der Sequenzen d^SEa^^ o l^ *"* Amin osaurese- 

SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12 'sEQ D NO -15 SEO « D NO: 5 ' SE Q 'D NO: 8, 

SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO 23 SEO n mo H t ° ' D NO: 17 SEQ ID NO: 19. 

5 SEQ ID NO: 31 SEQ ID NO 33 So ,n mo' 2" ^ '° N ° : 27 SEQ ,D NO: 29 

Nukieinsauren (z. B. SEQ ID NO T^!£S??Z** '° NO: 37 > oder ™ *"ei 

'D NO: 7. SEQ ,D NO: 9, SEqTd NO £ *' SEQ ,D NO: » 

NO: 16, SEQ ID NO: 18. SEQ ID NO 20 slo .n mo Uo' SE ° 10 NO: 14 ' SEC > » 

NO: 26, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO 30 Ie2 d 2? 5 2 EQ '° N ° : 24 ' SEQ ,D 

3 ID NO: 36) werden die Sequenzen zum ZwS h ♦ ? 2, SEQ ,D NO: 34 oder SE Q 

geschrieben (z.B. konnen Lucken in dte l^^T™ Ver9,6lchs ^ereinander 

saure eingefugt werden, um ein ^imates Man^T^™ °*" Slner Nuk,ein " 

anderen Nukieinsaure zu erzeugen C ^ Amino S Tr 3nderen Proteln ^ *r 

entsprechenden AminosaureposSnen o^Z? T** ° der Nukle °«°e an den 

i vergiichen. Wenn eine Position TeTne^ stZ^Tl^ 0 ^ WSrden dann 

Oder das gieiche Nukleotid wie d^nSotch^ £°S ^ 9te '' Chen A ™<*aurerest 

beiegtwird, dann sind die ZlkQlear ^5?*?** der andere n Sequenz 

Nukteinsaure--Homologie^ w ie h ^ verlnL T" h0m0, ° 9 (dA A "™saure- oder 
s"enti^^ 

eine Funktion der Anzahi an identischTn Si ! e " be,den Sequenzen ist 

Em isoliertes Nukleinsauremolekiil da^^i. 
Gfycenn-3-phosphatAcy.tra^^ 
Choiestenn Ac^transfeLe kS^ 

SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO 8 SEO Tn Mn ^^^^quenz der SEQ ID NO: 2 
ID NO: 17, SEQ ,D NO: £ ' J£g NO 2 SEQ^D ^ * SEQ '° N °" 15 ' SE ° 
NO: 27, SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO 31 im£ 23 ' SEQ ,D NO: 25 > SEQ ID 

«D NO: 37 homolog ist, l^d^n^^,^ SEQ ,D *>: 35 Oder SEQ 
onen, -additionen oder -deletione in eheTukteotfd mehr6rer Nukle °«°substituti- 
ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 SEQ VN^SX^iZF*™* ^ SEQ ,D NO: L SEQ 
1 1, SEQ .D NO: 13, SEQ ID NO 14 SEQ ^wn ? ' SE ° ,D NO: 9 ' S EQ ID NO 
SEQ ID NO: 22, SEQ ,D NO: 2 4." SEC f^NO £ SEofn^n ^ 1 * SEQ ,D 20, 
SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 34 odeTsEQ |D NO 3 | e ' ? SE ° ,D NO: 30 ' 
oder mehrere Aminosauresubstitutionen adriitl; ' !, 9 * Werd6n ' so dass ei 'no 
Protein eingebracht werden. ££Z h das kodierte 
NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NoTseS fS5f Se ^ Uen2e n der SEQ ID 
SEQ ID NO: 11. SEQ ,D NO: 13 SEQ^D NO u i' ? ,D N ° ! 7 ' SEQ ,D NO: 9, 
SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO 22 SEO n Mn I! t E ° '° N ° : 16 * SEQ ,D NO: 18, 
SEQ ID NO: 30, SEQ ,D NO fi 2q ID Mo' £ f° '° N ° : 26 ' SEQ ,D NO: 28 
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saureresten hergestellt. Bei einer "konservativen Aminosauresubstitution" wird der 
Aminosaurerest gegen einen Aminosaurerest mit einer ahnlichen Seitenkette ausge- 
tauscht. Im Fachgebiet sind Familien von Aminosaureresten mit ahnlichen Seitenketten 
defin.ert worden. Diese Familien umfassen Aminosauren mit basischen Seitenketten 
(z.B. Lysm, Arg.nin, Histidin), sauren Seitenketten (z.B. Asparaginsaure, Glutaminsau- 
re), ungeladenen polaren Seitenketten (z.B. Glycin, Asparagin, Glutamin, Serin 
Threonm, Tyrosin, Cystein), unpolaren Seitenketten, (z.B. Alanin, Valin, Leucin 
Isoteucin, Prolin, Phenylalanin, Methionin, Tryptophan), beta-verzweigten Seitenketten 
(z.B. Threonm, Valin, Isoleucin) und aromatischen Seitenketten (z.B. Tyrosin Phenyla- 
lanin, Tryptophan, Histidin). Ein vorhergesagter nicht-essentieller Aminosaurerest in 
einer Lysophosphatidsaure Acyltransferase, Glycerin-3-phosphat Acyltransferase 
Diacylglycerin Acyltransferase Oder Lecithin Cholesterin Acyltransferase wird som'it 
vorzugsweise durch einen anderen Aminosaurerest aus der gleichen Seitenkettenfami- 
lie ausgetauscht. Alternativ konnen bei einer anderen Ausfuhrungsform die Mutationen 
zufallsgemali uber die gesamte Oder einen Teil der Lysophosphatidsaure Acyltransfe- 
rase Glycenn-3-phosphat Acyltransferase, Diacylglycerin Acyltransferase oder Lecithin 
Cholesterin Acyltransferase kodierenden Sequenz eingebracht werden, z B durch 
Sattigungsmutagenese, und die resultierenden Mutanten konnen nach der hier 
beschriebenen Lysophosphatidsaure Acyltransferase-, Glycerin-3-phosphat Acyltrans- 
ferase-, Diacylglycerin Acyltransferase- oder Lecithin Cholesterin Acyltransferase- 
Aktivitat durchmustert werden, urn Mutanten zu identifizieren, die 
die Lysophosphatidsaure Acyltransferase-, Glycerin-3-phosphat Acyltransferase- 
Diacylglycenn Acyltransferase- oder Lecithin Cholesterin Acyltransferase-Aktivitat 
beibehalten haben. Nach der Mutagenese einer der Sequenzen der SEQ ID NO- 1 
SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO- 9 SEQ ID 
NO: 11, SEQ ID NO: 13. SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO- 18 SEQ ID 
NO: 20, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO- 28 SEQ ID 
NO: 30, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 34 oder SEQ ID NO: 36 kann das kodierte 
Protein rekombinant exprimiert werden, und die Aktivitat des Proteins kann z B 
unter Verwendung der hier beschriebenen Tests bestimmt werden. 

Diese Erfindung wird durch die nachstehenden Beispiele weiter veranschaulicht die 
nicht als beschrankend aufgefasst werden sollten. Der Inhalt samtlicher in diese'r 
Patentanmeldung zitierten Literaturstellen, Patentanmeldungen, Patente und veroffent- 
lichten Patentanmeldungen ist hier durch Bezugnahme aufgenommen. 

Beispiele 

Beispiel 1 : Allgemeine Verfahren 
a) Allgemeine Klonierungsverfahren: 

Klonierungsverfahren, wie beispielsweise Restriktionsspaltungen, Agarosegele- 
lektrophorese, Reinigung von DNA-Fragmenten, Transfer von Nukleinsauren auf 
Nitrocellulose- und Nylonmembranen, Verbindung von DNA-Fragmenten. Transforma- 
tion von Escherichia coli- und Hefe-Zellen, Anzucht von Bakterien und Sequenzanalyse 
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rekombinanter DMA, wurden durchgefGhrt wie beschrieben in Sambrook et al. (1989) 
(Cold Spnng Harbor Laboratory Press: ISBN 0-87969-309-6) oder Kaiser Michaelis 
und Mitchell (1994) "Methods in Yeast Genetics" (Cold Spring Harbor LaboratoT 
Press: ISBN 0-87969-451-3). w««*y 



5 b) Chemikalien 



Die yerwendeten Chem.kalien wurden, wenn im Text nicht anders angegeben, in p. A - 
SEH^^^m^ (Neu-Ulm), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Serve 
(Heidelberg) und S.gma (De.senhofen) bezogen. Losungen wurden unter Verwenduna 
V ° n r M n ^r 9enfreiem W3SSer ' im nach stehenden Text als H 2 0 bezeichnet, aus 
emer M.ll.-Q-Wassersystem-Wasserreinigungsanlage (Millipore, Eschbom) hergestellt 
Restnktonsendonukleasen, DNA-modifizierende Enzyme und molekularbiologische 

K^ZTtr - » ZOQer l T Rnmen AGS < Heideiber 9)> Amersham (Braunschweig), 
Biometra (Gottmgen), Boehringer (Mannheim), Genomed (Bad Oeynhausen) New 
England B.olabs(Schwalbach/Taunus), Novagen (Madison, Wisconsin, USA), Perkin- 

H^Tf r ! ?;r harmada (FreibUn9) ' Qi39en (Hilden > und Stratagene (Amster- 
dam N.ederlande). Wenn nicht anders angegeben, wurden sie nach den Anweisungen 
des Herstellers verwendet. 

c) Klonierung und Expression von Desaturasen und Elongasen 

nfr A E « C n eriC CO "- Stamm XL1 B,ue MRP k an (Stratagene) wurde zur Subklonierung 
der A-6-Desaturase aus Physcomitrella patens verwendet. Fur die funktionelle 
Expression dieses Gens wurde der Saccharomyces cerevisiae-Stamm INVSc 1 
(Invitrogen Co.) verwendet. E. coli wurde in Luria-Bertani-Bruhe (LB, Duchefa 
Haarlem, Niederlande) bei 37°C kultiviert. Wenn notig, wurde Ampicillin (100 mg/Liter) 
zugegeben,. und 1,5 % Agar (Gew.A/ol.) wurde fur feste LB-Medien hinzugefugt S 

Z e o^U^ri 3 °° C e T ed6 I YPG " Medium oder in komplettem Minimalmedi- 
um ohne Uracl (CMdum; s,ehe .n: Ausubel, F.M., Brent, R., Kingston, R.E., Moore, 

M^fS aP :« • J A > Stmhl ' K - A,brlgnt ' LB ' Coen ' DM - "nd Varki, A 

(1995) Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons New York) 

mrt entweder 2 % (Gew.A/ol.) Raffinose Oder Glucose kultiviert. Fur feste Medien 

wurden 2 % (GewA/ol.) Bacto™-Agar (Difco) hinzugefugt. Die zur Klonierung und 

Express.on verwendeten Plasmide sind pUC18 (Pharmacia) und pYES2 (Invitrogen 

d) Klonierung und Expression PUFA-spezifischer Desaturasen und Elongasen 

Fur die Expression in Pflanzen wurden cDNA Klone aus SEQ ID NO: 46 (Physcomitrel- 
la patens A-6-Desaturase), 48 (Physcomitrella patens A-6-Elongase) oder 50 (Phae- 
dactylum ncornutum A-5-Desaturase) so modifiziert, dass lediglich die Codierregion 
mrttels Polymerase Kettenreaktion unter Zuhilfenahme zweier Oligonukleotide amplifi- 
z.ert werden. Dabei wurde darauf geachtet, dass eine Konsensusequenz vor dem 
Startcodon zur effiz,enten Translation eingehalten wurde. Entweder wurde hierzu die 
Basenfolge ATA oder AAA gewahlt und vor das ATG in die Sequenz eingefugt [Kozak 
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M. (1986) Point mutations define a sequence flanking the AUG initiator codon that 
modulates translation by eukaryotic ribosomes, Cell 44, 283-2929] Vor diesem 
Konsensustriplett wurde zusatziich eine Restriktionsschnittstelle eingefuhrt 
die kompatibel sein muss zur Schnittstelle des Zielvektors, in den das Fragment 
Woniert werden soil und mlt dessen Hilfe die Genexpression in Mikroorganismen oder 
Pflanzen erfolgen soil. 

Die PCR-Reaktion wurde mit Plasmid-DNA als Matrize in einem Thermocycler 
(Biometra) mit der Pfu-DNA-(Stratagene)Polymerase und dem folgenden Temperatur- 
programm durchgefuhrt: 3 min bei 96°C, gefolgt von 30 Zyklen mit 30 s bei 96°C 30 s 
be. 55 C und 2 min bei 72°C, 1 Zyklus mit 10 min bei 72°C und Stop bei 4°C Die 
Aniagerungstemperatur wurde je nach gewahlten Oligonukleotiden variiert Pro 
Kilobasenpaare DNA ist von einer Synthesezeit von etwa einer Minute auszugehen 
Weitere Parameter, die Einfluss auf die PCR haben wie z.B. Mg-lonen, Salz DNA ' 
Polymerase etc., sind dem Fachmann auf dem Gebiet gelaufig und konnen nach 
Bedarf variiert werden. 

Die korrekte Grofte des amplifizierten DNA-Fragments wurde mittels Agarose-TBE- 
Gelelektrophorese bestatigt. Die amplifizierte DNA wurde aus dem Gel mit dem 
QIAquick-Gelextraktionskit (QIAGEN) extrahiert und in die Smal-Restriktionsstelle des 
dephosphorylierten Vektors pUC18 unter Verwendung des Sure Clone Ligations Kit 
(Pharmacia) ligiert, wobei die pUC-Derivate erhalten wurden. Nach der Transformation 
von E. col. XL1 Blue MRF kan wurde eine DNA-Minipraparation [Riggs M G & 
McLachlan, A. (1986) A simplified screening procedure for large numbe'rs of piasmid 
m.n.-preparation. BioTechniques 4, 310-313] an ampicillinresistenten Transformanden 
durchgefuhrt, und positive Klone mittels BamHI-Restriktionsanalyse identifiziert 
Die Sequenz des klonierten PCR-Produktes wurde mittels Resequenzierung unter 
Verwendung des ABI PRISM Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction 
Kit (Perkin-Elmer, Weiterstadt) bestatigt. 

e) Transformation von Agrobacterium 

Die Agrobacterium-vermittelte Pflanzentransformation wurde, wenn nicht anders 
beschneben, wie von Deblaere et al. (1984, Nucl. Acids Res. 13, 4777-4788) mit Hilfe 
eines Agrobacterium tumefaciens-Stamms durchgefuhrt. 

f) Pflanzentransformation 

Die Agrobacterium-vermittelte Pflanzentransformation wurde, wenn nicht anders 
beschneben, unter Verwendung von Standard-Transformations- und Regenerations- 
techniken durchgefuhrt (Gelvin, Stanton B., Schilperoort, Robert A, Plant Molecular 
B.ology Manual, 2. Aufl., Dordrecht Kluwer Academic Publ., 1995, in Sect., Ringbuc 
Zentrale Signatur: BT11-P ISBN 0-7923-2731-4; Glick, Bernard R., Thompson, John 
E Methods in Plant Molecular Biology and Biotechnology, Boca Raton: CRC Press 
1993, 360 S., ISBN 0-8493-5164-2). 
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Nach diesen kann beispielsweise Raps mittels Kotyledonen- Oder Hypokotyltransfor- 
mation transformiert werden (Moloney et al., Plant Cell 8 (1989) 238-242- De Block et 
al., Plant Physiol. 91 (1989) 694-701). Die Verwendung von Antibiotika fiir die Agro- 
bactenum- und Pflanzenselektion hangt von dem fur die Transformation verwendeten 
binaren Vektor und Agrobacterium-Stamm ab. Die Rapsselektion wird dabei gewohn- 
lich unter Verwendung von Kanamycin als selektierbarem Pflanzenmarker durchge- 
fiihrt. a 

Die Transformation von Soja kann unter Verwendung von beispielsweise einer in 
EP-A-0 0424 047 (Pioneer Hi-Bred International) oder in EP-A-0 0397 687 US 
5,376,543, US 5,169,770 (University Toledo) beschriebenen Technik durchgefuhrt 
werden. ** 

Die Pflanzentransformation unter Verwendung von Teilchenbeschuss, Polyethylen- 
glycol-vermittelter DNA-Aufnahme Oder uber die Siliziumcarbonatfaser-Technik ist 
beispielsweise beschrieben von Freeling und Walbot The maize handbook" (1993) 
ISBN 3-540-97826-7, Springer Verlag New York). 

Der Agrobacterium-vermittelte Gentransfer in Lein (Linum usitatissimum) wurde wenn 
nicht anders beschrieben, wie bei Mlynarova etal. [(1994) Plant Cell Report 13-282- 
285] beschriebenen Technik durchfuhrt. 

g) Plasmide fur die Pflanzentransformation 

Zur Pflanzentransformation wurden binare Vektoren auf Basis der Vektoren pBinAR 
(Hofgen und Willmitzer, Plant Science 66 (1990) 221-230) Oder pGPTV (Becker et al 
1992, Plant Mol. Biol. 20:1 195-1 197) verwendet. Die Konstruktion der binaren Vekto- 
ren, die die zu exprimierenden Nukleinsauren enthalten, erfolgt durch Ligation der 
cDNA in Sense-Orientierung in die T-DNA erfolgen. 5* der cDNA aktiviert ein Pflanzen- 
promotor die Transkription der cDNA. Eine Polyadenylierungssequenz befindet sich 3' 
von der cDNA. Die binaren Vektoren konnen unterschiedliche Markergene tragen wie 
be.sp.elsweise das Acetolactat Synthasegens (AHAS oder ALS) [Ott et al., J Mol Biol 
1996, 263:359-360], das eine Resistenz gegen die Imidazolinone vermittelt oder das 
nptll-Markergen, das fur eine Kanamycin-Resistenz vermittelt durch Neomy- 
cinphosphotransferase codiert. 

Die gewebespezifische Expression der Nukleinsauren lasst sich unter Verwendung 
e.nes gewebespezifischen Promotors erzielen. Wenn nicht anders beschrieben wurde 
der LeB4- oder der USP-Promotor oder der Phaseolin-Promotor 5' der cDNA einklo- 
niert wird. Als Terminatoren wurde der NOS-Terminator und der OCS-Terminator 
verwendet (siehe Figur 1). Figur 1 zeigt eine Vektorkarte des zur Expression verwen- 
deten Vektor pSUN3CeLPLAT. 

Auch jedes andere samenspezifische Promotorelement wie z.B. der Napin- oder 
A , r( S;i Pr0m0t0r Goossens et aL 1999 ' Plant Phys. 120(4):1095-1 103 und Gerhardt et 
a,. 2000, Biochimica et Biophysica Acta 1490(1-2):87-98) kann verwendet werden 
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Zur konstitutiven Expression in der ganzen Pflanzen lasst sich der CaMV-35S- 
Promotor Oder ein v-ATPase C1 Promotor verwenden. 

Die im Verfahren verwendeten Nukleinsauren, die fur die Acyl-CoA:Lysophosphoiipid- 
Acyifransferasen; Desaturasen Oder Elongasen codieren, warden durch KonsLktion 

Tn ZZ Exp h res i S,onskassetten hintereinander in einen binaren Vektor kloniert, um 
den Stoffwechselweg in Pflanzen nachzubilden. 

Innerhalb einer Expressionskassette kann das zu exprimierende Protein unter Verwen- 
dung e.nes S.gnaipeptids, beispieisweise fur Plastiden, Mitochondrien oder das 
Endop asmat.sche Retikulum, in ein zellulares Kompartiment dirigiert werden (Kermo- 

m* 2 rSl 2 C ' J 5 * 4 (1 " 6) 285 ^ 23) - Das Si 9^'P«P«d wird 5' im Leseraster 
m* der cDNA emklomert, um die subze.lulare Lokalisierung des Fusionsprotein zu 



Beispiele fur Multiexpressionskassetten wurden in DE 102 19 203 offenbart und sind 
im folgenden nochmals wiedergegeben. 

15 i.) Promotor-Terminator-Kassetten 

Expressionskassetten bestehen aus wenigstens zwei funktionellen Einheiten wie 
einem Promotor und einem Terminator. Zwischen Promotor und Terminator konnen 

SSrST? S r hte , GenSeqUen2en W,e Targetting-Sequenzen, Codierregionen von 
Genen oder Te.len davon etc. eingefugt werden. Zum Aufbau der Expressionskasset- 
20 ten wurden Promotoren und Terminatoren (USP Promotor Baeumlein et al Mofcen 
™ To f 5 (3):459 - 67 >: OCS Te ""inaton Gieien et ai. EMBO J. T(1 984) 835ff ) 
mithfe der Polymerasekettenreaktion isoliert und mit flankierenden Sequenzen nach 
Wahl auf Basis von synthetischen Oligonukleotiden maftgeschneidert. 

Folgende Oligonukleotide konnen beispieisweise verwendet werden: 
25 USP1 vorne: 

- CCGGAATTCGGCGCGCCGAGCTCCTCGAGCAAATTTACACATTGCCA - 
USP2 vomer 

- CCGGAATTCGGCGCGCCGAGCTCCTCGAGCAAATTTACACATTGCCA - 
USP3 vorne: 

- CCGGAATTCGGCGCGCCGAGCTCCTCGAGCAAATTTACACATTGCCA - 
USP1 hinten: 

- AAAACTGCAGGCGGCCGCCCACCGCGGTGGGCTGGCTATGAAGAAATT - 
USP2 hinten: 

- CGCGGATCCGCTGGCTATGAAGAAATT - 
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USP3 hinten: 

- TCCCCCGGGATCGATGCCGGCAGATCTGCTGGCTATGAAGAAATT - 
OCS1 vomer 

- AAAACTGCAGTCTAGAAGGCCTCCTGCTTTAATGAGATAT - 
OCS2 vome: 

- CGCGGATCCGATATCGGGCCCGCTAGCGTTAACCCTGCTTTAATGAGATAT - 
OCS3 vome: 

- TCCCCCGGGCCATGGCCTGCTTTAATGAGATAT - 
OCS1 hinten: 

- CCCAAGCTTGGCGCGCCGAGCTCGAATTCGTCGACGGACAATCAGTAAATTGA - 
OCS2 hinten: 

- CCCAAGCTTGGCGCGCCGAGCTCGAATTCGTCGACGGACAATCAGTAAATTGA - 
OCS3 hinten: 

- CCCAAGCTTGGCGCGCCGAGCTCGTCGACGGACAATCAGTAAATTGA - 

Die Methoden sind dem Fachmann auf dem Gebiet bekannt und sind allgemein 
literaturbekannt. 

In einem ersten Schritt wurden ein Promotor und ein Terminator uber PCR amplifiztert 
Dann wurde der Terminator in ein Empfangerplasmid kioniert und in einem zweiten 
Schritt der Promotor vor den Terminator inseriert. Dadurch wurde eine Expressions- 
kassette in das Basis-Plasmid cloniert. Auf Basis des Plamides pUC19 wurden so die 
Plasmide pUT1 , 2 und 3 erstellt 

Die entsprechenden Konstrukte bzw. Plasmide sind in SEQ ID NO- 52 53 und 54 
definiert. Sie enthalten den USP-Promotor und den OCS Terminator. Auf Basis dieser 
Plasmide wurde das Konstrukt pUT12 erstellt, indem pUT1 mittels Sail/Seal geschnit- 
ten wurde und pUT2 mittels Xhol/Scal geschnitten wurde. Die die Expressionskasset- 
ten enthaltenden Fragmente wurden ligiert und in E. coli XL1 blue MRF transformiert 
Es wurde nach Vereinzelung von ampicillinresistenten Kolonien DNA prapariert und 
per Restnktionsanalyse solche Klone identifiziert, die zwei Expressionskassetten 
enthalten. Die Xhol/Sall Ligation kompatibler Enden hat dabei die beiden Schnittstellen 
Xhol und Sail zwischen den Expressionskassetten eleminiert. Das resultierende 
Plasmid P UT12 wird in SEQ ID NO: 55 wiedergegeben. Anschlieliend wurde pUT12 
wiederum mittels Sal/Seal geschnitten und pUT3 mittels Xhol/Scal geschnitten Die die 
Expressionskassetten enthaltenden Fragmente wurden ligiert und in E. coli XLI blue 
MRF transformiert. Es wurde wieder nach Vereinzelung aus ampicillinresistenten 
Kolonien DNA prapariert und per Restnktionsanalyse solche Klone identifiziert, die drei 
Express.onskassetten enthalten. Auf diese Weise wurde ein Set von Multiexpressions- 
kassetten geschaffen, dass fDr die Insertion gewunschter DNA genutzt werden kann 
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Diese enthalten foigende Elemente: 
Tabelle 1 



PT T0 1 A 

Derivat 


Schnittstellen vor dem 
USP Promoter 


Multiple 
Klonierun^-Schnittstellen 


Schnittstellen h inter dem 
OCS-Terminator i 


PUT1 


EcoRI/AscI/ Sacl/Xhol 


BstXI/NotI/ PstKXbal/StuI 


Sall/EcoRI/ SacI/AscI/ 
Hindm 


PUT2 
PUT3 


EcoRI/AscI/ Sad/Xhol 
EcoRI/AscI/ SacI/XhnT 


BamHI/EcoRV/ Apal/Nhel/ Hpal 


Sall/EcoRI/ SacI/AscI/ 
HindJH 


PUT12 
Doppel- 
expressions- 
kasette 


EcoRI/AscI/ Sacl/Xhol 


Bgin/NaeV Clal/Smal/Ncol 
BstXI/NotI/ Pstl/Xbal/StuI 
Und 

BamHI/EcoRV/ Apal/Nhel/ Hpal 


Sall/SacI/ AscI/HindTTT 
Sall/EcoRI/ SacI/AscI/ 
Hindin 


PUT123 
Tripel- 
expressions- 
kassette 


EcoRI/AscI/ Sacl/Xhol 


1. BstXI/NotI/ Pstl/Xbal/StuI 
und 

2. BamHI/EcoRV/ Apal/Nhel/ Hpal 
und 

3. Bgin/Nael/ ClaYASm a T/M>nT | 


Sall/Sacl/Ascl/Hindin 



MulSl' aSSen . SlCh ^ beschrieben Un ^ wie in Tabelle 2 naher spezifiziert weitere 
Multiexpressionskassetten mithilfe des H ' wenere 

i) USP-Promotors oder mithilfe des 

ii) 700 Basenpaare S'-Fragmentes des LeB4-Promotors Oder mithilfe des 

Hi) DCS-Promotors erzeugen und fur samenspezifische Genexpression einsetzen. 

2li2St?7 1 ? Br ,S l b6SChrieben bei Thom ^, Plant Cell 1996, 263:359-368 und 
Snntl 9 ^ Regi ° n - 1 17 bis +26 wesha,b er mithin einer der kleinsten 

^q^TQ^MtTtT «; b2W - Pol ^ ter - T «™«or-P oW „ k er sind den 
oequenzen &eq id NO: 60 bis 62 zu entnehmen. 
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Tabelle 2: Multiple Expressionskassetten 



Plasmidname des 
}j\j\^L y -u ci l v a lG S 


Schnittstellen vor dem 
jeweilisen Promotor 


Multiple 
Klonierunes-Schnittstellen 


Schnittstellen hinter 
dem OCS-Terminator 


pUTl 

(pUC19 mit 
LISP-OP ^ 1 ^ 


EcoRI/AscI/SacI/XhoI 


(1) BstXI/Notl/PsuV Xbal/StuI 


Sall/EcoRI/SacI/AscI/ 
Hindm 


PDCT 

(pUC19mitDC3- 
OCS) 


EcoRI/AscI/SacI/XhoI 


(2) BamHI/EcoRV/ Apal/Nhel/ 
Hpal 


Sall/EcoRI/SacI/AscI/ 
Hincffll 


PleBT 

(pUC19-mit 

LeB4(700)-OCS^ 


EcoRI/AscI/SacIOChoI 


(3) BglH/Nael/ Clal/Smal/Ncol 


Sall/Sacl/Ascl/Hindm 


PUD12 

(pUC 19 mit mit 
USP-OCS1 und 
mitDCS-OCS^ 


EcoRI/AscI/SacI/XhoI 


(1) BstXI/NotI/ PstUXbal/StuI 
und 

(2) BamHI/EcoRV/ Apal/Nhel/ 
Hpal 


Sall/EcoRI/SacI/AscI/ 
Hindm 


PUDL123 
Triple expression 
cassette 
(pUC19mit 
USP/DC3 und 
LeB4-700) 


EcoRI/AscI/SacI/XhoI 


U) BstXI/NotI/ Pstl/Xbal/StuI und 

(2) BamHI/ (EcoRV >ApaI/NheI/ 
Hpal und 

(3) BglH/Nael/ Clal/Smal/Ncol 


Sall/Sacl/Ascl/Hindni 



K5£ nHtSte,,e SChn6idet im . 700 Base ^rfragment des LeB4 Promoters 
£te'^ 

a) 2,7 kB Fragmentes des LeB4-Promotors oder mithllfe des 

b) Phaseolin-Promotors oder mithilfe des 

c) konstitutiven v-ATPase d-Promotors 



yS^Z™*™. VeWoren "*einerbz», zwei oderdrei P romotor . 

IO: 63 bis 



-T- . _ ¥V " UUIC " ""t tJiner dzw. zwei oder dn 

eessseszt slnd den se — seq ,d no: 63 * 

"° 52 »f ^"J * Promotor, Terminator 
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In pUT123 wird zunachst Qber BstXI und Xbal die A-6-Elongase Pp PSE1 in die erste 
Kassette .nseriert. Dann wird die A-6-Desaturase aus Moos (Pp , Qbe Bam 
Hl/Nae. in d.e zweite Kassette inseriert und schlieftlich die A-5-5esaturase 

IeQ^NQ ^ nlk-Tl^ B9,,I/NC0 ' " die dntte KaSSette inseriert CW- 
SEQ ID NO. 56). Das Dreifachkonstrukt erhalt den Namen pARA1. Unter Beriicksichti- 

gung sequenzspezifischerRestriktionsschnittstellen konnen weitere essbnskLt 
setten gema* Tabelle 3 mit der Bezeichnung pARA2, pARA3 und pA^~t 

Tabelle 3: Kombinationen von Desaturasen und Elongasen 



Gen 
Plasmid 



pARAl 



pARA2 



PARA3 



PARA4 



A-6-Desaturase 



Pp des6 



Pt des6 



Pt des6 



Ce des6 



A-5-Desaturase 



Pt des5 



Pt des5 



Ce des5 



Ce des5 



A-6-Elongase 



Pp PSE1 



Pp PSE1 _ 



Pp PSE1 



Ce PSE1 



des5 = PUFA spezifische A-5-Desaturase 

des6 = PUFA spezifische A-6-Desaturase 

PSE = PUFA spezifische A-6-Elongase 

Pt_des5 = A-5-Desaturase aus Phaeodactylum tricornutum 

Pp__des6 oder Pt_des6 = A-6-Desaturase aus Physcomitrella patens bzw. Phaeodacty- 

lum tricornutum 
Pp = Physcomitrella patens, Pt = Phaeodactylum tricornutum 
Pp_PSE1 - A-6-Elongase aus Physcomitrella patens 
Pt_PSE1 - A-6-Elongase aus Phaeodactylum tricornutum 

Ce"des6 - a1"S S^ 386 ? aenorhabditis e,e 9ans (Genbank Acc. Nr. AF078796) 
Ce_des6 - ^saturas^ Caenorhabditis elegans (Genbank Acc. Nr. AF031477, 

Ce_PSE1 = A-6-Elongase aus Caenorhabditis elegans (Genbank Acc. Nr. AF244356 
Basen 1-867) ' 

Auch weitere Desaturasen Oder Elongasegensequenzen konnen in Expressionskasset 
ten beschnebener Art inseriert werden wie z.B. Genbank Acc Nr Ara 981 
NM 013402, AF206662. AF268031, AF226273, AFIIOBIoSU^SS!' 

iii.) Transfer von Expressionskassetten in Vektoren zur Transformation von Agrobak- 
tenum tumefaciens und zur Transformation von Pflanzen 

Dte 12'? KOnStmkte WUrd6n Tnitte,S Asd in den bin ^en Vektor pGPTV inseriert 
D,e mult.ple Klon.erungssequenz wurde zu diesem Zweck urn eine AscI Schnittstelle 
erwe.tert Zu d.esem Zweck wurde der Polylinker als zwei doppelstrang ige ^OHgo 
nukleo .de neu synthetisiert, wobei eine zusatzliche AscI DNA Sequenz efnoeffiat wird 
Das Ol.gonuk.eofd wurde mitte.s EcoR, und Hind.,, in den 
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5 6-Elongase (SEQ dSo?£ * stutit*^ 8 <SEQ '° NO: «» und die * 
tylum tricornuturn vewendi iSTSZSC h"* ^ yscomitrella P«*ns und Phaadac- 
Saquanzen SEQ ID N^Tseq^ Nn^c = nd f 0 ^"»^"^q Uen zen sind den 
VeKordaralle *aJ!^^££Eg°£« » n. Ei„ 
korreapondlerenden Amlnosaursn^,™™ - ^ 56 we * !r 8egeben. Die 

10 ; NO: 58 und SEQ ID iSS J^^ 6 " der ^ SEQ ,D NO: 57. SEQ ,D 

Belspiel 2: Kloniarung und Charaktarisiarung dar caLPUWs (SEQ !D NO: 38 - 44, 
a) Datenbanken-Suche 

15 Die Suche wurde mit HHf des Bllsf^ e ^™ er 9 ,e,che "* bekannten LPA-ATs. 
1990, 215: 403-110 ^aT^s 1^ 9 °" hmUS (A,tSChU ' et al " J " Mo »- Biol. 

Sonde eine LPAAT ProSnsea^nT^M Se ^ uen2ve Wch diente als 

NP 061350). LP^T katelvsSd^rh^^ S musculus (MsLPAAT Accession Nr. 
20 unabhangige Synlhese £ Acvl £l T"*** Transfe ^aktion die ATP- 

vergleiche konnten zwei putative ceLPL at 267 f 5 ' 26752 )- Du rch Sequenz- 

Nr. T06E8.1 bzw. F59F/4r D riden^ ,dent,fi2iert wer ^" (Accession 

keit jeweils zueinander und Izu MsIpIaTs^ 2 ^of^ We ' Sen gr6Rte Ahnlich - 
25 Programm Clustal erstellt MsLPAATs auf < F, 9 ur 2 >- °« Alignment wurde mit dem 



30 



35 



b) Klonierung der CeLPLATs 



cDNA-Bank isoiiert. I* •nSSJS^ cDNAs aus eine ' °- ^gans- 
die Hefe-Konsensus Sequent Itoho^m T?™ Wrten S ° aus 9 e ^hlt, dass sie 
292) neben dem SterSon^ ™ a ^ Trans,atfon ( Ko2a k, Cell 1986, 44:283- 
jeweils mit 2 ul cDNA , 9 ^^P'^erung der LPLAT-cDNAs wurde 
reading" ^ " "proof- 

von 50 pi durchgefuhrt. Die Bedingunge^ TT? ? asamtv °'^en 

rung bei 95°C fur 5 Minuten oefotat vnn Vn 7 . 60 W,e folgt: Erste D enaturie- 
eine Minute und 72^0^2 M ^n ^ ^ 94 ° C ^ 30 S ^unden, 58°C fur 

10 Minuten. ^Z^ J^^T "J* Ver,a ^ungsschntt bei 72'C fur 
bestatigt LPLAT-cDNAs wurde durch DNA-Sequenzierung 
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Tabelle 4: Nukleotidsequenzen der PCR-Primer zur Klonierung von CeLPLATs 



Primer 


in uKieoticiseq uenz 


5'T06E8.1f* 


5' ACATAATGGAGAACTTCTGGTrnATonT/^ q» 


3'T06E8.1r* 


5' TTACTCAGA 1 1 1 CTTCCCGTCTTT 3' 


5* F59F4.4f* 


5' ACATAATGACCTTCCTAGCCATATTA 3* 


3' F59F4.4r* " 
* f: forward, r. reverse 


5' TCAGATATTCAAATTGGCGGCTTC 3' 



Beispiel 3: Analyse der Auswirkung der rekombinanten Proteine auf die Produktion 
des gewiinschten Produktes 

a) Aufarbeitungsmoglichkeiten 

Die Auswirkung der genetischen Modification in Pilzen, Algen, Ciliaten oder wie in den 
Be.sp.elen welter oben beschrieben in Hefen auf die Produktion der mehrfach ungesat- 
hgten Fettsauren oder Pflanzen kann bestimmt werden, indem die modifizierten 
M.kroorganismen oder die modifizierte Pflanze unter geeigneten Bedingungen (wie den 
vorstehend beschriebenen) gezuchtet werden und das Medium und/oder die zellularen 
Komponenten auf die erhohte Produktion der Lipide oder Fettsauren untersucht wird 
Diese Analysetechniken sind dem Fachmann bekannt und umfassen Spektroskopie ' 
Dunnsch.chtchromatographie, Farbeverfahren verschiedener Art, enzymatische und 
m.krobwlog.sche Verfahren sowie analytische Chromatographie, wie Hochleistungs- 
Fluss.gke.tschromatographie (siehe beispielsweise Ullman, Encyclopedia of Industrial 
? ' S - 89 " 90 Und S - 443 - 613 ' VCH: Weinheim (1985); Fallon, A et al 
» I nd IT Tp S 1 HPL D ° m Biochemis ^' ™ Laboratory Techniques in Btochem s- 
*y and Molecular B.ology, Bd. 17; Rehm etal. (1993) Biotechnology, Bd. 3, Kapitel III 
FYodu^r ecoveryand purification S. 469-714, VCH: Weinheim; Belter, PA., etal 
(1988) Bioseparations: downstream processing for Biotechnology, John Wiley and ' 
Sons; Kennedy J.F., und Cabral, J.M.S. (1992) Recovery processes for biological 
Matena Is, John Wiey and Sons; Shaeiwitz, J.A., und Henry, J.D. (1988) Biochemical 
f% 3 v^Mw": U » mann ' s E"^lo P edia of Industrial Chemistry, Bd. B3; Kapitel 11, S. 

in" hL^hnor' m m: "? S eCh ° W ' FJ ' (1989) Se P ara «°n ^d purification techniques 
in biotechnology, Noyes Publications). 

d r" h "2? hnt6n Verfahren 2Um Nachweis von Lauren in Hefen werden 

Sts^^ssttj? - von cahoon et aL (19 "> proc - Nati - Acad - sci - 

LS„ .6 ,22).129o5- ,^0, und Browse et al. (1986) Analytic Biochemistry 152-141- 
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145 beschrieben extrahiert. Die qualitative und quantitative Lipid- oder Fettsaure- 

CnTr^t k y w? S ? llV PreSS Upid Ubrary: 2 > : Christie » WWam W., Gas 
?99r.flo7 P s y ^^ Scot.and:Oi ly Press, 1989, Repr. 

1992, IX, 307 S. (OHy Press L,p,d Library- 1); "Progress in Lipid Research Oxford- 

S^^"* ' ^ (197?) UdX: Pr ° 9reSS in the y - F^and 

Kramm«ml A n , T ,yS K e T ^ UTen °<*er Triacylglycerin (= TAG, Abkiirzungen in 
Klammern angegeben) z.B. mittels Fettsauremethylester (= FAME), Gas-FIQssiqkeits 

^^en "^^^ (= GC " MS) ° der ^nnschichtch^tpt 

Der unzweideutige Nachweis fur das Vorliegen von Fettsaureprodukten kann mittels 

GC GC ZsTtT? ° r9aniS T n ^ Stan ^-Ana.yseve P rfahren erhaZ^den: 
nto J « ^, ! ?■ W ' e versch,eden «'<* beschrieben von Christie und den 
Uteraturstellen dann (1997, in: Advances on Lipid Methodology, Vierte Aufl • Christie 

Das zu analysierende Pflanzenmaterial kann dazu entweder durch Ultraschallbehand 
lung, Mahlen ,n der Glasmuhle, flussigen Stickstoff und Mah.en oder ubTandere 
anwendbare Verfahren aufgebrochen werden. Das Material wird dann anschHeSnd 
nach dem Aufbrechen zentrifugiert. Das Sediment wird danach in Aqua dest re 
suspendiert^O min bei 100°C erhitzt, auf Eis abgekuhlt und emeut zen^giert 
«M S td VO be^c° n " ™ ^thano. mit 2 % Dime^ropan 

^nlml 7 I ■' W f S ZU hydro, y sierten OI " u " d Lipidverbindungen fuhrt, die 
P^rf^'^ 6 if* 6rgeben - ^Fettsauremethylester konnen ansch.ieBend in 
2^*71^*^ SChlieB,iCh einer GC-Analyse unter Verwendung einer 
Kap.llarsaule (Chrompack, WCOT Fused Silica, CP-Wax-52 CB 25 mikrom 0 32 ^ 

^ZlZr^TT n 17 °° C ^ 240X^20 l und 

Itl ,^7°^" Werden " Dfe ' dentitat der erha,ten en Fettsauremethylester lassen 

^Ca~ U r° n St3ndardS ' ^ ^ k — ie " en ^n y erha,« sind 

Bei Fettsauren, fur die keine Standards verfugbar sind, kann die Identitat iiber Derivati- 
ons und anschHefcende GCMS-Ana.yse gezeigt werden. Bsls P ieJ^^T 
Loka..s,erung von Fettsauren mit Dreifachbindung uber GCMS nach DerivatNemng 
m,t 4,4-D.methoxyoxazolin-Derivaten (Christie, 1998, siehe oben) gezeigt. 

b) Fettsaureanalyse in Pflanzen 
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Die Samen wurden mit 1 % Natriummethanolat in Methoanol aufgenommen und 

unnT «S (Ca n ? 72 inkUbfert - An8cWtoB «d vvurde mit NaCI Losung gewaschen 
und die FAME in 0,3 ml Heptan aufgenommen. 

Die Proben wurden auf einer ZEBRON-ZB-Wax-Kapillarsaule (30 m, 0,32 mm 
5 0,25 m.kro m; Phenomenex) in einem Hewlett Packard-6850-Gaschromatograph mit 
emem Flammenionisationsdetektoraufgetrennt. Die Ofentemperatur wurde von 70°C 
(1 mm halten) bis 200°C mit einer Rate von 20°C/min. dann auf 250°C (5 min halten) 
m.t einer Rate von 5°C/min und schlielilich auf 260°C mit einer Rate von 5°C/min 
programmiert. Stickstoff wurde als Tragergas verwendet (4,5 ml/min bei 70°C) Die 
10 Fettsauren wurden durch Vergleich mit Retentionszeiten von FAME-Standards 
(SIGMA) identifiziert. 

Beispiel 4: Funktionelle Charakterierung der CeLPLATs in Hefe 
a ) Heteroloqe Expression in Saccharomvces cerevisiag 

Zur Charakterisierung der Funktion der CeLPLATs aus C. elegans (SEQ ID NO- 38 - 
44) wurden die offenen Leserahmen der jeweilgen cDNAs stromabwarts des Galacto- 
se-.nduzierbaren GAL1-Promotors von P Yes2.1Topo unter Verwendung des pY- 
es2.1TOPO TA Expression Kit (Invitrogen) kloniert, wobei P Yes2-T06E8 1 und D Yes2- 
F59F4.4 erhalten wurden. 

Da die Expression der CeLPLATs zu einem effizienten Austausch der Acyl-Substrate 
20 fuhren sollte, wurde weiterhin das Doppelkonstrukt P ESCLeu-PpD6-Pse1 hergestellt 
das die offenen Leserahmen einer A6-Desaturase (PpD6) und einer A6-Elongase ' 
(PSE1) aus Physcomitrella patens (siehe DE 102 19 203) beinhaltet. Die Nukleinsau- 

STrf M^ A6 ^ DeSatUraSe (PpD6) und der A6 - E| ongase (Pse1 ) werden jeweils in 
SEQ ID NO: 46 und SEQ ID NO: 48 wiedergegeben. Die korrespondierenden Amino- 
25 sauresequenzen sind SEQ ID NO: 47 und SEQ ID NO: 49 zu entnehmen. 

Die Saccharomycescerevisiae-Stamme C13ABYS86 (Protease-defizient) und INVSd 
wurde mittels eines modifizierten PEG/Lithiumacetat-Protokolls gleichzeitig mit den 
Vektoren pYes2-T06E8.1 und pESCLeu-PpD6-Pse1 bzw. P Yes2-F59F4 4 und 
on P ES C L eu-PpD6-Pse1 transformiert. Als Kontrolle wurde eine Hefe verwendet, die mit 
30 dem .Vektor P ESCLeu-PpD6-Pse1 und dem leeren Vektor P Yes2 transformiert wurde 
Die Selekt.on der transformierten Hefen erfolgte auf Komplett-Minimalmedium 
(CMdum)-Agarplatten mit 2% Glucose, aber ohne Uracil und Leucin. Nach der 
Selektion wurden 4 Transformanten, zwei pYes2-T06E8.1/pESCLeu-P P D6-Pse1 und 
zwei P Yes2-F59F4.4/pESCLeu-PpD6-Pse1 und eine P ESCLeu-PpD6-Pse1/ P Yes2 zur 
35 weiteren funktionellen Expression ausgewahlt. Die beschriebenen Experimente wurden 
auch im Hefestamm INVSd durchgefuhrt 

o?L dle 1 ^ presssion der CeLPAATs wurden zunachst Vorkulturen aus jeweils 2 ml 
CMdum-Russigmedium mit 2% (w/v) Raffinose, aber ohne Uracil und Leucin mit den 
ausgewahlten Transformanten angeimpft und 2 Tage bei 30°C, 200rpm inkubiert 5 ml 
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CMdum-Flussigmedium (ohne Uracil und Leucin) mit 2% Raffinose, 1% (v/v) Tergitol 
NP-40 und 250 uM Linolsaure (18:2 A912 ) Oder Linolensaure (18:3 A9121S ) wurden dann 
mit den Vorkulturen auf eine OD 600 von 0,08 angeimpft. Die Expression wurde bei einer 
ODeoo von 0,2-0,4 durch die Zugabe von 2% (w/v) Galactose induziert. Die Kulturen 
wurden fur weitere 48 h bei 20°C inkubiert. 

Fettsaureanalvse 

Die Hefezellen aus den Hauptkulturen wurden durch Zentrifugation (100 x g, 10 min, 
20°C) geerntet und mit 100 mM NaHC0 3 , pH 8,0 gewaschen, urn restliches Medium 
und Fettsauren zu entfemen. Aus den Hefe-Zellsedimenten wurden Fettsauremethyl- 
ester (FAMEs) durch saure Methanolyse hergestellt. Hierzu wurden die Zellsedimente 
mit 2 ml 1N methanolischer Schwefelsaure und 2% (v/v) Dimethoxypropan fur 1 h bei 
80°C inkubiert. Die Extraktion der FAMES erfolgte durch zweimalige Extraktion mit 
Petrolether (PE). Zur Entfemung nicht derivatisierter Fettsauren wurden die organi- 
schen Phasen je einmal mit 2 ml 100 mM NaHC0 3 , pH 8,0 und 2 ml Aqua dest. 
gewaschen. Anschlieliend wurden die PE-Phasen mit Na 2 S0 4 getrocknet, unter Argon 
eingedampft und in 100 ul PE aufgenommen. Die Proben wurden auf einer DB-23- 
Kapillarsaule (30 m, 0,25 mm, 0,25 um. Agilent) in einem Hewlett-Packard 6850- 
Gaschromatographen mit Flammenionisationsdetektorgetrennt. Die Bedingungen fur 
die GLC-Analyse waren wie folgt: Die Ofentemperatur wurde von 50°C bis 250°C mit 
einer Rate 5°C/min und schliedlich 10 min bei 250°C (halten) programmiert. 

Die Identifikation der Signale erfolgte durch Vergleiche der Retentionszeiten mit 
entsprechenden Fettsaurestandards (Sigma). 

Acvl-CoA Analyse 

Die Acyl-CoA-Analyse erfolgte wie bei Larson and Graham (2001; Plant Journal 25- 
1 1 5-1 25) beschrieben. 

Expressionsanalvse 

Figuren 2 A und B sowie 3 A und B zeigen die Fettsaureprofile von transgenen 
C13ABYS86 Hefen, die mit 18:2 A912 bzw. is** 9 ™ 5 gefOttert wurden. Die gefQtterten 
Substrate sind in groBen Mengen in alien transgenen Hefen nachzuweisen. Alle vier 
transgenen Hefen zeigen eine Synthese von 18:3 A6>9,12 und 20:3 A811 - 14 bzw 
18:4 A6.9.12,15 und 20.4A8.11.14.17_ den Produkten der Desaturase und A-6-Elongase 
Reaktionen. Dies bedeutet, dass die Gene PpD6 und Pse1 funktional exprimiert 
werden konnten. 

Figur 3 gibt wie oben beschrieben die Fettsaureprofile von transgenen C13ABYS86 S. 
cerews/ae-Zellen. Die Synthese der Fettsauremethylester erfolgte durch saure 
Methanolyse intakter Zellen, die entweder mit den Vektoren pESCLeu-PpD6- 
Pse1/pYes2 (A) Oder pYes2-T06E8.1/pESCLeu-PpD6-Pse1 (B) transformiert worden 
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waren. Die Hefen wurden in Minimalmedium in Gegenwart von 18-2* 9 ' 12 kultiviert 
AnschlieBend wurden die Fettsauremethylester iiber GLC analysiert. 

In den Kontroll-Hefen, die mit den Vekforen P ESCLeu-PpD6-Pse1/pYes2 transformiert 
wurden ,st der Ante!, von 20:3—--, zu dem 18:3-- durch Pse1 elongiS S 
5 wesenflich , niednger als in den Hefen, die zusatzlich die LPLAT T06E8.1 exprimie'ren 
Tatsachi.ch konnte die Elongation von 1 8:3"*« und 1 8:4— - 15 durch die zusatzliche 

ST? PK C H eLP ^ T (T06E81) Um 100 " 150% verbessert ™«™ (Hg^rDiese 
s.gn^kante Erhohung des LCPUFA-Gehalts ist nur wie folgt zu erkiaren dte exogen 

10 2fTT (18:2 ^ ^ 18:3A9,1215) werden zunSchst in PhosphoHpWe 

1 0 eingebaut und dort von der A-6-Desaturase zu 1 8:3 A6 - 9 - 12 und 1 8-4 A6 9 - 12 - 15 desaturiert 

Erst nach Reaquilibrierung mit dem Acyl-CoA-Pool konnen 18-3 46 - 9 ' 12 und 18 4 A6 > 9 - 12 - 1 5 

Trll^TT 2 ^ A8 ' 11 ' 14 - ^ 20:4A8 ' 11U17 -CoA elongiert und dann wieder in 
d,e L.p,de e.ngebaut werden. Die LPLAT T06E8.1 ist in der Lage, die A6-desaturierten 
A^ppensehreffiz^ 
15 konnte auch die Elongation der gefiitterten Fettsauren 18-2* 912 und 18 3 A9 - 121S 
verbessert werden. (Figur 2 A und B bzw. 5 A und B). 

Figur 5 gibt die Fettsaureprofile von transgenen C13ABYS86 S. cerev/sfee-Zellen Die 
Synthese der Fettsauremethylester erfolgte durch saure Methanolyse intakter Zellen 
d.e entweder m.t den Vektoren pESCLeu-P P D6-Pse1/pYes2 (A) oder P Yes2- 
20 T06E8 1/pESCLeu-P P D6-Pse1 (B) transformiert worden waren. Die Hefe^i wurden in 
M.nimalmed.um .n Gegenwart von 18:3 A9 - 12 « ku , tiviert . Anschlieftend wurden die 
Fettsauremethylester iiber GLC analysiert 

BonS«nn T (F59RW) ***** keinen Einfl ^S auf die 

Elongation (Figur 4). Offenbar kodiert F59F4.4 nicht fur eine LPLAT. Nicht jede der 

osST f ^ "TT UreSe ^ uen2en ist aIs ° enzymatisch aktiv in de e^ndungs- 
gemali gefundenen Reaktion, y 

Figur 4 gibt die Elongation exogen applizierter IS:^ 12 bzw. 18:3 A9 - 12 - 15 im Anschluss 
an ,hre endogene A-6-Desaturierung (Daten aus Fig. 2 und 5) wieder. Die exogen 

o " F !?^ U L e s n ^f den ZUn§chst in p h°spholi P ide eingebaut und dort zu 

0 18:3 9 - 12 und is** 6 * 12 - 1 * desaturiert. Erst nach Reaquilibrierung mit dem Acvl-CoA 

und 18:4 " 9 ' 12,15 durch dle E,ongase 2u 20: ^ 1 " 4 ^ 

!w at T n«^ ? ° ng ' ert Und dann Wieder in die Li P ide eingebaut werden. Die 
Thioe^ ^ Acy-g-ppen eftizient in CoA- 

5 Diese Ergebnisse zeigen, dass die CeLPLAT (T06E8.1) nach Co-expression mit der 
A-6-Desaturase und A-6-Elongase zu einer effizienten Produktion von C20-PUFAs 
fuhrt. Diese Ergebnisse sind dadurch zu erkiaren, dass die CeLPLAT (T06E8 1) einen 
effizienten Austausch der neusynthetisierten Fettsauren zwischen Lipiden und dem 
Acyl-CoA-Pool ermoglicht (siehe Figur 6) 
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Figur 6 gibt die Acyl-CoA-Zusammensetzung transgener INVSd Hefen, die mit den 
Vektoren pESCLeu PpD6Pse1/pYes2 (A) oder pESCLeu-PpD6-Pse1/pYes2-T06E8.1 
(B) transformiert worden waren, wieder. Die Hefezellen wurden in Minimalmedium 
ohne Uracil und Leucin in Gegenwart von 250 pM 18:2* 912 kultiviert. Die Acyl-CoA- 
Derivate wurden uber HPLC analysiert. 

Bei Verwendung des Hefe-Stammes INVSd zur Co-Expression von CeLPLAT 
(T06E8.1) zusammen mit PpD6 und Pse1 ergibtsich folgendes Bild: Kontrollhefen, die 
PpD6 und Pse1 exprimieren, enthalten wie schon bei Verwendung des Stammes 
C13ABYS86 gezeigt nur geringe Mengen des Elongationsprodukts (20:3 A8>11 - 14 bei 
Fiitterung von 18:2 bzw.^O** 8 "- 14 - 17 bei Fiitterung von 18:3; siehe Figur 7 A und 8 A) 
Bei zusatzlicher Expression von CeLPLAT (T06E8.1 ) erfolgt ein deutlicher Anstieg 
dieser Elongationsprodukte (siehe Figur 7 B und 8 B). Tabelle 5 zeigt, dass die 
zusatzliche Expression von CeLPLAT uberraschenderweise eine 8-fache Erhohung 
des Gehaltes an 20:3 A81114 (bei FQtterung von 18:2) bzw. 2 0:4 A8 - 11 ' 14 - 17 (bei Fiitterung 
von 18:3) bewirkt. Daneben zeigt sich, dass auch C16:2 A6 9 zu CIS:^ 9 efflzienter 
elongiert wird. 

Figur 7 ist das Fettsaure-Profile von transgenen INVSd S. cerevisiae-Zellen zu 
entnehmen. Die Synthese der Fettsauremethylester erfolgte durch saure Methanolyse 
intakter Zellen, die entweder mit den Vektoren pESCLeu-PpD6-Pse1/pYes2 (A) oder 
pYes2-T06E8.1/pESCLeu-PpD6-Pse1 (B) transformiert worden waren. Die Hefen 
wurden in Minimalmedium in Gegenwart von 18:2 A912 kultiviert. Anschliellend wurden 
die Fettsauremethylester uber GLC analysiert. 

Figur 8 gibt die Fettsaure-Profile von transgenen INVSd S. cerews/ae-Zellen wieder. 
Die Synthese der Fettsauremethylester erfolgte durch saure Methanolyse intakter 
Zellen, die entweder mit den Vektoren pESCLeu-PpD6-Pse1/pYes2 (A) oder pYes2- 
T06E8.1/pESCLeu-PpD6-Pse1(B) transformiert worden waren. Die Hefen wurden in 
Minimalmedium in Gegenwart von 18:3 A121S kultiviert. AnschlieBend wurden die 
Fettsauremethylester uber GLC analysiert. 
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Fettsaure-Zusammensetzung (in mol %) transgener Hefen, die mil den 
Vektoren pESCLeu PpD6Pse1/pYes2 (PpD6 Pse1) oder pESCLeu- 
P P D6-Pse1/pYes2-T06E8.1 (P P D6 Pse1 + T06E8) transformiert worden 
waren. Die Hefezellen wurden in Minimalmedium ohne Uracil und Leucin 
in Gegenwart von 250 pM 18:2 A9 - 12 oder 18:3 A912,1S kultiviert. Die Fett- 
sauremethylester wurden durch saure Methanolyse ganzer Zellen ge- 
wonnen und iiber GLC analysiert. Jeder Wert gibt den Mittelwert (n = 4) 
± Standardabweichung wieder. 





Futterunj 
18 


3 mit 250 pM 

•2 A9.12 


i hutterung mit 250 pM 

18 . 3 A9.12.1S 


PpA6/Pse1 


T06E8 


PpA6/Pse1 


T06E8 


16:0 


15,31 ±1,36 


15,60 ± 1,36 


12,20 ± 0,62 


16,25 ±1,85 


16:1 A9 


23,22 ±2,16 


15,80 ± 3,92 


17,61 ± 1,05 


14,58 ±1,93 


18:0 


5,11 ±0,63 


7,98 ±1,28 


5,94 ± 0,71 


7,52 ± 0,89 


18:1 A9 


15,09 ±0,59 


16,01 ± 2,53 


15,62 ±0,34 


15,14 ±2,61 


18:1 A11 


4,64 ± 1,09 


11,80±1,12 


4,56 ±0,18 


13,07 ± 1,66 


18:2 4912 


28,72 ± 3,25 


14,44 ± 1,61 






1 3.3^6.9,12 


3,77 ± 0,41 


4,72 ± 0,72 






18:3 A9,12.15 






32,86 ± 1,20 


14,14 ±2,52 


^g : 4A6,9.12.15 






5,16 ± 1,04 


3,31 ± 1,15 


20:2 411,14 


2,12 ±0,86 


4,95 ± 4,71 






2 0:3 A8.11.14 


1,03 ±0,14 


8,23 ± 1,59 






2Q.3A11.14.17 






4,12 ± 1,54 


6,95 ± 2,52 


2Q.4As.11.14.17 " 






1,34 ±0,28 


8,70 ± 1,11 



Ein Mali fur die Effizienz der LCPUFA-Biosynthese in transgener Hefe stellt der 

f^X^Z^X^^ t 6 - E,0ngati ° nSpr0dukt nach A-6-Desaturierung 
i o oi i 2 ,6 20:4 } 2U Geha,t an zugeftitterter Fettsaure (IS:^ 912 bzw 

18:3 • • ) dar. Dieser Quotient betragt 0,04 in INVSd Kontrollhefen, die PpD6 und 
Pse1 expnmieren, und 0,60 in Hefen die zusatzlich zu PpD6 und Pse1 CeLPLAT 
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a' «n n - ' n 3nderen WOrt6n: dSr Geha,t an erwunschtem A-6-Elongationsprodukt 

Interessanterweise bewirkt die Co-Expression von 01 pi at n^h* „ ^ ^ » ^ 
der genannten Bongalionsprodukte to^5^SS*^STJ E T"" 9 
ErhShung des VMM. 20:3— : 20^"^« 1o^« A^^S3S?»T 

Ssl^n^ 

la«ona,e Mod mk a«onen (,B. parMe L^S^Z^Z^T^ 
warum der oben besohriebene Anst ieg von A^EIongattonsproduWen te^o- ' 
Express,™, von A-6-Desaturase. A-6-Bongase und LPLAT bel Ver^ncTung eines 
protease-defiaenten Hefestamms geringer ausfallt. erwenoung eines 

»™h^^ ra 'T n = VOn trans 3 enen INVS< =1 Hefen, die mil 18:2" " gefuttert wurden 

b) Funktionelle Charakterierung der CeLPLATs in transgenen Pflanzen 
Expression funktionalsr n*i p. A T in frajisg enen Pflanzen 

In DE 102 19 203 wurden transgene Pflanzen beschrieben, deren Samenol durch 
samenspez,fische Expression funktioneiler Gene kodierend fur A^este A 6 
Elongase und A-5-Desaturase geringe Mengen an ARA und EPA i zuf 
Transformation dieser Pflanzen benutzte Vektor i<?t sfh in Mrv «T . ! 
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Zu diesem Zwe<* wurde der kodlerende ^ VQn ^ pcR ^ 



Nukleotidsequenz 



f: forward, r: reverse 



5» TTAAGCGCGGCCGCATGGAGAACTTCTGGTCG 3' 
5 ACCTCGGCGGCCGCCCI I I I ACTCAGATTTC 3' 



Das PCR-Produkt wurde in einen pENTRY Vektor zwischen USP Promoter w 
Terminator kloniert. Anschlieftend wurde die ExcSnZ^ , ^ ° CS " 

Daruberhinaus wurde der kodierende Bereich von CeLPLAT r.hcr d^d 
zwischen LegB4 Promoter und OCS-TermlnatoTkloniert^il hSfi am Pf*-ert und 
Primer wurden so ausgewahlt dass in das PGR 522 h.erfur verwendeten PCR 
eingefuhrt wurde. Aufcerdem wu*e i^^SSS^S^ Kosaksequenz 
dass sie der codon usage von h6heren PI^S^^ 7 S ° ~* 

Folgende Primer wurden fur die PCR verwendet: 

Forward primer: 5'-ACATAATGGAGAACTTCTGGTCTATTGTTGTGTTTTTTCTA-3' 
Reverse primer *. CTAGCTAGCTTACTCAGATTTCTTCCCGTCTTTTGTTTCTC-3' 

emstandene Pfcsmid wurde m* pGPTV L^^S^^ 
£ (SEQ ,D NO: 6, A^re^uT SE^lStS? W °° mU - 
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NO: 73 und SEQ ID NO: 74 zu entnehmen. Die A-6-Desaturase aus Phaeodactylum 
tncornutum reicht von Nukleotid 4554 bis 5987 in der SEQ ID NO: 71. Die A-6- 
Elongase aus Physcomitrella patens reicht von Nukieotid 1026 bis 1898 und die der 
LPLAT aus Caenorhabditis elegans reicht von Nukleotid 2805 bis 3653 in der SEQ ID 
NO: 71 . 

Tabakpflanzen wurden co-transformiert mit dem Vektor pSUN3CeLPLAT und dem in 
DE 102 19 203 und SEQ ID NO: 56 beschriebenen Vektor enthaltend Gene kodierend 
fur A-6-Desaturase, A-6-Elongase und A-5-Desaturase, wobei die Selektion transgener 
Pflanzen mit Kanamycin erfolgte. 

Tabakpflanzen wurden auRerdem transfonmiert mit dem Vektor pGPTV USP/OCS- 
1,2,3 PSE1(Pp)+D6-Des(Pt)+2AT (T06E8-1) [siehe SEQ ID NO:.71, SEQ ID NO- 72 
SEQ ID NO: 73 und SEQ ID NO: 74]. 

Lein wurde mit dem Vektor P SUN3CeLPLAT transform iert. Die entstandenen transge- 
nen Pflanzen wurden mit solchen transgenen Leinpflanzen gekreuzt, die bereits 
geringe Mengen an ARA und EPA aufgrund der funktionellen Genexpression von A-6- 
Desaturase, A-6-Elongase und A-5-Desaturase enthielten. 

Weiterhin wurde Lein mit dem Vektor pGPTV LegB4-700 + T06E8.1 transformiert Die 
entstandenen transgenen Pflanzen wurden mit solchen transgenen Leinpflanzen 
gekreuzt, die bereits geringe Mengen an ARA und EPA aufgrund der funktionellen 
Expression von A-6-Desaturase, A-6-Elongase und A-5-Desaturase enthielten. 

Die Samen von transgenen Tabak- und Leinpflanzen wurden wie weiter vorne be- 
schrieben [Beispiel 3 b)] auf erhohte Gehalte an LCPUFAs in untersucht. 

Aus den hier vorliegenden Arbeiten lasst sich die Funktion der Acyl-CoALyso- 
phopholipid-Acyltranserase (LPLAT) wie in Figur 10 dargestellt ableiten. Der Biosyn- 
these-Weg der LCPUFAS stellt sich damit wie folgt dar. 

Desaturasen katalysieren die Einfuhrung von Doppelbindungen in lipidgekoppelte 
Fettsauren (s/72-Acyl-Phosphatidylcholin), wahrend die Elongasen exklusiv die 
Elongation Coenzym A-veresterter Fettsauren (Acyl-CoAs) katalysieren. Nach diesem 
Mechanismus erfordert die altemierende Wirkung von Desaturasen und Elongasen 
emen standigen Austausch von Acyl-Substraten zwischen Phospholipiden und Acyl- 
CoA-Pool und somit die Existenz einer zusatzlichen Aktivitat, die die Acyl-Substrate in 
die jeweils notwendige Substratform, d.h. Lipide (fur Desaturasen) oder CoA-Thioester 
(fur Elongasen), uberfuhrt. Dieser Austausch zwischen Acyl-CoA Pool und Phospholi- 
piden wird durch LCPUFA-spezifische LPLAT ermoglicht. Die Biosynthese von ARA 
(A) erfolgt analog zu EPA (B), mit dem Unterschied, dass bei EPA der A-6- 
Desaturierung eine A-15-Desaturierung voraeschaltet ist, so dass a18:3-PC als 
Substrat fur die A-6-Desaturase fungiert. Die Biosynthese von DHA macht einen 
weiteren Austausch zwischen Phospholipiden und Acyl-CoA-Pool fiber LPLAT 
notwendig: 2 0:5 A5 - 8 - 11 - 14 - 17 wird vom Phospholipid- zum CoA-Pool transferiert und nach 
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erfolgter A-5-Elongation wird 22:5 A7 - 10 ' 13 - 16 - 19 vom CoA- zum Phospholipid-Pool transfe- 
riert und schlieBlich durch A-4-Desaturase zu DHA umgesetzt. Gleiches gilt fur den 
Austausch im Biosyntheseweg unter Verwendung der A-8-Desaturase, der A-9- 
Elongase und der A-5-Desaturase. 

5 Beispiel 5: Funktionelle Charakterierung der Acyltransferasen 

Urn die Substratspezifitat von Acyltransferasen hoherer Pflanzen und LCPUFA- 
produzierender Organismen zu vergleichen, wurden aus dem LCPUFA-produzierenden 
Organismus Mortierella alpina und aus Sonnenblume mikrosomale Fraktionen Isoliert. 
Die GPAT- und LPAAT-Aktivitaten wurden mit verschiedenen Acyl-CoAs als Substrat 
10 getestet. 

Urn zu uberprufen, ob der LCPUFA-ProduzentThraustochytrium tatsachlich DHA in 
der sn-2 Position der Lipide einbaut, wurde eine Positionsanalyse der Lipide durchge- 
fuhrt. 

• Um LCPUFA-spezische Acyltransferasen zu isolieren, wurde ausgehend von mRNA 
1 5 der LCPUFA-produzierenden Organismen Thraustochytrium, Physcomitrella, Crypte- 
codinium cohnii und Fusarium cDNA-Banken, sowie einer Shewanella genomischen 
Bank erstellt und diese uber DNA-Sequenzierung naher analysiert. Ober Sequenzho- 
mologien wurden Acyltransferaseklone identifiziert. Alternativ wurden uber PCR- 
Techniken Acyltransferasen amplifiziert. 

20 Transgene E. coli Zellen, Hefen, Insektenzellen und Pflanzenzellen mit erhohter 
Expression mindestens einer LCPUFA-spezifischen Acyltransferase weisen einen 
erhohten Gehalt an LCPUFAs in ihren Lipiden auf. 

Beispiel 6: Isolierung mikrosomaler Fraktionen aus Mortierella, Sonnenblume und 
Leinsamen und Analyse der Substratspezifitat von Acyltransferasen fur 
25 verschiedene Acyl-CoAs. 




Um herauszufinden, ob hohere Pflanzen, insbesondere Olsaaten wie Sonnenblume, 
Lein, Raps oder Soja LCPUFAs in ihre Lipide einbauen konnen,. wurden aus Sonnen- 
blume und Leinsamen Mikrosomen prapariert und verschiedene Acyltransferase- 



Aktivitaten hinsichtlich ihrer Substratspezifitat fur LCPUFA-CoAs untersucht. Im 
30 einzelnen wurden GPAT-, LPAAT- und LPCAT-Aktivitaten untersucht. Diese Ergebnis- 
se wurden verglichen mit den entsprechenden Acyltransferase-Aktivitaten der LCPU- 
FA-Produzenten Mortierella alpina, der bekanntermaBen hohe Gehalte der LCPUFA 
Arachidonsaure in seinen Lipiden und im Triacylglycerin enthalt (C. Ming etal. (1999) 
Bioresource Technology 67: 101-1 10). 



35 



Preparation mikrosomaler Membranen aus Cotyledonen reifender Samen von Son- 
nenblume und Lein 
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Alle Arbeiten wurden bei 4°C durchgefuhrt. Die Cotyledonen von reifenden Sonnen- 
blumen- und Leinsamen wurden ungefahr 10 Tage nach Anthesis geerntet und in 
0.1 M Natriumphosphatpuffer (pH 7,2), der 0,33 M Saccharose und 0,1 % BSA 
(fettsaurefrei) enthielt, suspendiert Nach Zerkleinerung in einem Glashomogenisator 
wurde das Homogenat bei 20.000 x g, 30 Minuten lang zentrifugiert. Der Oberstand 
wurde durch eine Lage Miracloth fiitriert und bei 100.000 x g in einer Ultrazentrifuge 90 
Minuten lang zentrifugiert. Die pelletierten mikrosomalen Membranen wurden mit 0,1 M 
Natriumphosphatpuffer (pH 7,2) gewaschen und in einem kleinen Volumen Puffer 
resuspendiert, wobei ein Glashomogenisator verwendet wurde. Die mikrosomalen 
Membranpraparationen wurden entweder sofort weiterverwendet oder bei -80°C 
gelagert. 

Preparation mikrosomaler Membranen aus Mortierella 

Kulturen von Mortierella wurden nach 5 Tagen geerntet und auf Eis gestellt. Alle 
weiteren Arbeiten wurden bei 4°C ausgefuhrt. Das Mycelium wurde in 0,1 M Natrium- 
phosphatpuffer (pH 7,2), der 0,33 M Saccharose, 0,1 % BSA (fettsaurefrei), 1000 units 
Katalase/ml und 1 mM Pefabloc enthielt, suspendiert. Die nachfolgenden Schritte 
wurden wie unter .Praparationen mikrosomaler Membranen aus Cotyledonen reifender 
Samen von Sonnenblume und Lein' beschrieben durchgefuhrt. 

Acyi-CoA Substratspezifitat von GPAT: Umsetzung einzelner Acyl-CoA Substrate in 
der Acylierung von [ 14 C] Glycerin-3-phosphat 

Die Spezifitat der GPAT wurde untersucht, urn zu uberpriifen ob das Enzym eine 
Praferenz fur bestimmte Acyl-CoAs hat, insbesondere, urn zu ermitteln, ob die GPAT 
von Olsaaten LCPUFA-CoAs umsetzt. Mikrosomale Membranen wurden inkubiert mit 
0,5 mM (Mortierella) bzw. 0,2 mM (Sonnenblume und Leinsamen) eines der folgenden 
Acyl-CoAs: Myristoyl-CoA (14:0-CoA), Palmitoyl-CoA (16:0-CoA), Palmitoleoyl-CoA 
(16:1-CoA), Stearoyl-CoA (18:0-CoA), Oleoyl-CoA (18:1-CoA), Linoleoyl-CoA (18:2- 
CoA), Dihomo-gamma-linolenoyl-CoA (20:3-CoA) oder Arachidonyl-CoA (20:4-CoA) 
und 5 mM [ 14 C] G3P. Mikrosomale Membranen (aquivalent 50 ug Protein bei Sonnen- 
blume und Mortierella bzw. 150 ug Protein bei Leinsamen) wurden dem Reaktionsge- 
misch zugesetzt, urn die Reaktion zu starten. Nach 5 Minuten Inkubationszeit wurden 
die Lipide nach Bligh & Dyer extrahiert und die in komplexen Lipiden eingebaute 
Radioaktivitat bestimmt 

In Figur 11 und Tabelle 10a und 10b sind die GPAT-Aktivitaten von Mortierella, 
Sonnenblume und Leinsamen bei verschiedenen Acyl-CoA-Sustraten dargestellt. 

Die GPAT von Mortierella baut ungesattigte Fettsauren effizienter ein als gesattigte 
Fettsauren. Oleat und Linoleat wurden mit ahnlichen Einbauraten umgesetzt (100% 
bzw. 90%). Der Einbau von polyungesattigten Fettsauren (20:3-CoA und 20:4-CoA) 
war nur unwesentlich niedriger (80% bzw. 75%). 
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In mikrosomalen Membranen von Sonnenblume sind ebenfalls Oleat und Linoleat die 
besten Substrate fur die GPAT (100% bzw. 85% Aktivtat). Acyl-CoAs der gesattigten 
Fettsauren Stearat und Palmitat werden nur ca. halb so gut eingebaut (40% bzw. 
64%). Ahnliches gilt fur 20:3-CoA (55%). Arachidonyl-CoA ist fur GPAT von Sonnen- 
blume ein relativ schlechtes Substrat (23%). 

Die GPAT in mikrosomalen Membranen von Leinsamen hat die niedrigste spezifische 
Aktivitat aller untersuchten GPAT-Enzyme. Mit 6 nmol/min/mg Protein ist sie nur halb 
so aktiv wie Sonnenbiumen GPAT und 5 mal weniger aktiv als das Enzym aus 
Mortierella. Bezuglich der Substratspezifitaten verhalt sich Die effizientesten Acyl- 
CoA-Substrate der GPAT aus Leinsamen sind wie bei Sonnenblume Oleat und 
Linoleat (100% bzw. 90%). Die Einbauraten der gesattigten Fettsauren Stearat und 
Palmitat sind mit 65% und 90% deutlich hoher als bei Sonnenblume. Arachidonyl-CoA 
hingegen ist fur GPAT von Leinsamen ein aufterst schlechtes Substrat (5%). 

Acyl-CoA Substratspezifitat von LPAAT: Umsetzung einzelner Acyl-CoA Substrate bei 
der Acylierung von Lysophosphatidsaure 

Die Spezifitat der LPAAT wurde untersucht, urn zu uberpriifen, ob das Enzym eine 
Praferenzfur bestimmte Acyl-CoAs hat, insbesondere, urn zu ermitteln, ob die LPAAT 
von Olsaaten LCPUFA-CoAs umsetzt. LPAAT Aktivitat wurde in einem kontinuierlichen 
spektralphotometrischen Assay bestimmt, bei dem 5,5-dithio-bis-2-nitrobenzoat 
(DTNB) verwendet wurde, und die Anderung der Absorption bei 409 nm und 25°C 
verfolgt wurde (F.M. Jackson et al. (1998) Microbiology 144: 2639-2645). Der Assay 
enthielt sn-1-Oleoyl-Lysophosphatidsaure (30 nmol), DTNB (50 nmol) und 20 nmol 
eines der folgenden Acyl-CoAs: Palmitoyl-CoA (16:0-CoA), Stearoyl-CoA (18:0-CoA), 
Oleoyl-CoA (18:1-CoA), Linoleoyl-CoA (18:2-CoA), Dihomo-gamma-linolenyl-CoA 
(20:3-CoA) Oder Arachidonyl-CoA (20:4-CoA) in 1 ml 0,1 M Phosphatpuffer, pH 7,2. 
Das in der Reaktion freigesetzte CoA wurde mit Hilfe der Anfangssteigung und des 
Extinktionskoeffizienten von 13,6 mM-1 xcm-1 quantifiziert. Mikrosomale Membranen 
(Equivalent 10 ug Protein bei Mortierella bzw. 40 ug Protein bei Sonnenblume und 
Leinsamen) wurden dem Reaktionsansatz zugesetzt, urn die Reaktion zu starten. 

In Figur 11 und Tabelle 10a und 10b sind die LPAAT-Aktivitaten von Mortierella, 
Sonnenblume und Leinsamen bei verschiedenen Acyl-CoA-Sustraten dargestellt. 

Die LPAAT von Mortierella baut Oleoyl-CoA am effizientesten ein (100%). Linoleoyl- 
CoA wird ebenfalls sehr gut umgesetzt (90%). Die gesattigten Fettsauresubstrate 16:0- 
CoA und 18:0-CoA werden zu nur 40% bzw. 36% eingebaut, die LCPUFA-Substrate 
20:3-CoA und 20:4-CoA hingegen mit einer relativ hohen Effizienz (je 65%). 

In mikrosomalen Membranen von Sonnenblume ist Linoleoyl-CoA das am effizientes- 
ten in Phosphatidsaure eingebaute Substrat der LPAAT (250% relativ zu Oleoyl-CoA). 
Sowohl gesattigte als auch polyungesattigte Acyl-CoA waren schlechte Substrate fur 
Sonnenbiumen LPAAT (relative Aktivtaten kleiner 20%). 
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Ein ganz ahnliches Bild ergibt sich fur LPAAT aus Leinsamen: Linoleoyl-CoA stellt das 

°'-y'-CoA). Gesattigte Fettsauren s^chtechte 

a mT h ff ( " 30% f ° r 16: °- C0A und ^0-CoA). Arachidonyl-CoA wird 
am schlechtesten umgesetzt (19% relative Aktivitat). 

5 H~f°? Substrats ,P e2,fitat von LPCAT: Umsetzung einzelner Acyl-CoA Substrate bei 
der Acylierung von Lysophosphatidylcholin ouosiraxe Dei 

In hoheren Pflanzen und Pilzen werden Fettsauren zur Herstellung polyungesattigter 
Fettsauren desaturiert, wahrend sie mit Phosphatidylcholin (PC) verestert stadTA * 
Stobart und S Stymne (1985) P,anta 163: 1 19-125; F.M. Jackson e ^ 998) ' 
0 M ,crob.ology 144: 2639-2645). Die Beteiiigung von PC bei der Desaturierung von 
Fettsauren auch ,n Pilzen setzt voraus, dass es ein funktionierendes Tran^ystem 

enL^nr ^ I" ^ Sn - 2 - Position — ^ gibt, ahn.ich dem.Tie eX 
entw ckelnde Olsamen beschrieben wurde (Jackson et al., 1998; Stobart et al 1983) 

> des PC durch LPCAT katalys.ert wird. Hier wurde die Spezifitat von LPCAT untersucht 
um z U uberprofen, ob das Enzym eine Praferenz fur bestimmte AcvI-CoaI hat 
■nsbesondere, um zu ermitteln, ob die LPCAT von Olsaaten LCPUFA-CoAs umsetzt. 

br^L^^ tWU ^ e i n 5 nem kontinuier « c ^n spektralphotometrischen Assay 
best.mmt, be. dem 5,5-d.thio-bis-2-nitrobenzoat (DTNB) verwendet wurde und L 
20 Anderung der Absorption bei 409 nm und 25°C verfolgt wurde. Der Assay erthfett sn-1- 
Palm,toyl-Lysophosphatidy^cholin (30 nmol) a.s Acyl-Akzeptor, DTNB (5 ^ und 20 
r a pT ?T f0, f nden Ac y- CoAs: Myristoyl-CoA (14:0-CoA), Palm toyl-CoA (16 0 
CoA, Pa.mrto.eoyl-CoA (16:1-CoA), Stearoyl-CoA (18:0-CoA), Oleoyl-CoA (18^1 CoA) 
K ■ C ?? "o C ; OA (18:2 " CoA >' Dihomo-gamma-linolenoyl-CoA (20 3-CoA)X ArachTd^' 
25 nyl-CoA (20 :4 -CoA) in 1 ml 50 mM Phosphatpuffer, pH 7,2. Die Reakt o Z 
Zugabe m,krosoma.er Membranpraparation gestartet. Die Menge zugegetener 

Memb n nenPraparati ° n betru9 5 " ( Mortte ^ 'nd Sonnenblume) bzw 
30 Mg (Lemsamen). Das in der Reaktion freigesetzte CoA wurde mit Hilfe der AnfanoT' 
30 Extinkft * onskoeffiz ^en von 13,6 mM-1 x cm-1 bei 409 nm qual 



35 



In Figur 12 und Tabelle 10a und 10b sind die LPAAT-Aktivitaten von Mortierelia 
Sonnenblume und Leinsamen bei verschiedenen AojW^iA^u^^^ 

^^ bniS H e 2ei9en ; daSS LPCAT mikroso ^len Membranen von Sonnenblume 
unc I Mort,ereHa wesentlich aktiver ist als bei Leinsamen (siehe Tab. 10a und 10b 
Mort.ere.la LPCAT setzt neben 18:1 (100%) auch 18:2 (40%), 20:3 (85%) und 20 4 

SESEESr Gesmti9te Fetts§uren werden quasi nicht ™ (-aL 
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Ahnlich verhalt sich LPCAT aus Leinsamen: Oleoyl-CoA und Linoleoyl-CoA werden 

fSSFZZS?-?* T 9eSet2t * hin9egen k0nnte fflr aftwJoA und 2 °*-CoA keine 
LPCAT-Aktivitat nachgewiesen werden. 

Diskussion der Daten zur Acyl-CoA-Spezifitat von GPAT, LPAAT und LPCAT 

Die Substratspezifrtat von G3P acylierenden Enzymen wurde intensiv untersucht um 
den Mechamsmus der Verteilung von Fettsauren in Phospholipiden und Triacylolycerin 

o?^o I S (Yamada & ° kUyama ' 1978; Ha,dar et «•> 1979 .' Tamai & Lands 
BSor'^'^oonr, J 0 ' Pflanz,iche m «<rosomale GPATs gezeigt (Frentzen, 1993; 
fpAATH " o , ^ ^ CkS ° n 6t al (1 " 8) 2ei9ten au ^rdem, dass weder GPAT noch 
^ T d ft e S Pl Zas Mucor circinelloides eine ausgepragte Substratspezifitat fur Acyl- 
CoAs aufwe.st Gesattigte wie ungesattigte Fettsauren werden bei Mucor an beiden 
Pos.t.onen acyHert. Eine gereinigte GPAT der Membranfraktion von Mortierella 

ESSSTS 2001 r Pr§ferenz fQr 0,eo "- CoA 9e9enaber Pa,mitoy| - 

h l unt U nnH e . rSUChen ' * GPAT mikrosoma,en Membranen von Mortierella, Sonnen- 
blume und Le.nsamen e.ne starke Spezifitat fur bestimmte Acyl-CoA Spezies aufweist 
wurden e,nzeine Acyl-CoAs den Mikrosomen zugesetzt. Die GPAT von MortiereiT 
we.st .nsofern Ahniichkeit zu anderen pfianzlichen, tierischen und pilzlichen GPATs 
auf als s.e eine breite Spezifitat fur Aoyl-CoAs hat, d.h. gesattigte und ungesattigte 
Fettsauren werden an der sn-1 Position von G3P acyliert. Auch die GPATs von 
Sonnenblumen und Leinsamen mikrosomalen Membranen verwenden gesattigte und 
ungesattigte Acyldonatoren, in ahnlicher Weise, wie dies fur Farberdistel und Turnip 
rape (Bafor et al., 1990) gezeigt wurde, a.ierdings mit einer Praferenz fur ungesS«gte 
Fettsauren. Generell istdie Mortierella GPAT weniger diskriminierend wie das Son 
L^nJ™^^^^ AUff§l,ig istallerd, ngs. dass Sonnenblumen und 

S^S£h , 9ar nicht umsetzt, wogegen das Mortierella- 

Enzym Arachidonyl-CoA sehr effizient acyliert. 

Im zweiten Acylferungsschritt ist LPAAT von Mortierella, Sonnenblume und Leinsamen 

I ?ilT^° le0yl L y s °P hos P ha «dsaure als Acylakzeptor. Ahnlich der GPAT wefef 
auch LPAAT von Mortierella eine breite Spezifitat fur Acyl-CoAs auf. Diese Daten sind 
ahnlich denen aus Meerschweinchen und Rattenleber Mikrosomen, wo mit Ausnahme 
von Stearoyl-CoA LPAAT a.le Acyl-CoAs mit 16 und 18 C-Atomen, unabhangig vom 

Ver *f rt < Hi " und 1 968). In der vorliegenden Arbeit zeigten die 

G^oi p e «" U L ^ samen - LPA ATs eine starke Spezifitat zu Linoleat und Oleat. 

S!/^T ^ 9e9en WUfden kaUm um 9 QSetet - Diese Daten stimmen 
uberem m.t der Beobachtung, dass bei den meisten Olsaaten LPAAT eine hohere 
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5 Die Spezifitat von LPCAT in mikrosomalen Praparationen von Mortierella und Son™ 

Unoleoyl- und Oleoyl-CoA-Substraten 1st (Sanjawara et al 1988^™=?™ „ 

Oteai und I'm^, J" 985> Un " Leinsam «" (Stymne & stcbart, 1985a) untereu^T 
Oleat und bnotat wurdan mil ungelahr der gleiohen Umsatzrate an die an 2-Son 
von PC acyteit Die Aktivitat mil alpha-Linoleat betrug nur etvra di Hamfp^S „ 
Stearat waren wesenHloh schleehtere LPCAT-SubsSte j£2 2 tL2T2S 

schloasen Auch LPCAT ,n mikrosomalen Membranen von Muoor circinelloides 
v«wandet Oleoyl- und Unoeoyl-CoA wesentlich eftaienter als gaaSn,gte SSLran 

^neiioide^ 

35 srssr s - 2 po * n - p «* <«»-. * s e r rt , 

Die in Beispiel 6 beschriebenen Ergebnisse zeigen, dass Acyltransferasen von 
2 T 2* t ei " LCPUFAS * und A^ThZat Toht 
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Polyketidsynthasen) rnussen also Acyltransferasen mit einer hohen Spezifitat fur 
LCPUFA-CoAs in Olsaaten transformiert werden. Hierfur eignen sich Acyltransferasen 
von LCPUFA-produzierenden Organismen wie Mortierella, Phaeodactylum, Crypthe- 
codinium, Physcomitrella, Euglena und Thraustochytrium. 

Tabelle 10a und 10 b geben die Aktivitat und Acyl-Spezifitat von Lein, Sonnenblume 
und Mortierella alpina Acyltransferasen wieder. 



Tabelle 10a: Aktivitat und Acyl-Spezifitat von Lein- und Sonnenblume- Acyltransfera- 
sen 



Enzymaktivitat 


Lein 


Sonnenblume 


GPAT 


LPAAT 


LPCA 
T 


GPAT 


LPAAT 


LPCA 
T 


Rate (nmol/min/mg protein) 
des Olsaure-Einbaus 


6 


25 


9 


13 


28 


360 
















Prozentualer Einbau im Vergle 


ich zum C 


)lsaureeinbau 


Myristoyl-CoA 


100 


30 


0 


57 


16 


1 


Palmitoyl-CoA 


90 


25 


5 


64 


15 


13 


Palmitololeoyl-CoA 




140 


180 




140 


90 


Stearayl-CoA 


65 


30 


15 


40 


14 


18 


Oleoyl-CoA 


100 


100 


100 


100 


100 


100 


Linoleoyl-CoA 


90 


120 


100 


85 


250 


120 


20:3-CoA 






0 


55 




3 


Arachidonoy!-CoA 


5 


19 


0 


23 


18 


4 



Es muss betont werden, dass in den hier beschriebenen Experimenten Acyl-CoAs 
immer einzeln angeboten wurden. Olsaaten, die LCPUFA-Biosynthesegene exprimie- 
ren, enthalten aber groBe Mengen der ,nonmalen' ungesattigten Fettsauren Oleat und 
Linoleat, so dass in vivo bezuglich der Acylierung eine Kompetition zwischen den 
Oleoyl-CoA, Linoleoyl-Coa und LCPUFA-CoA vorliegt. Unter solchen kompetitiven 
Bedingungen wurden die endogenen Acyltransferasen von Olsaaten vermutlich 
LCPUFA-CoAs vermutlich vollstandig von der Acylierung ausschliefcen. 
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Tabelle 10b: Aktivitat und Acyl-Spezifitat von Mortierella alpina -Acyltransferasen 



Enzymaktivitat 


Mortierella alpina 


GPAT 


LPAAT 


LPCA 
T 


Rate (nmol/mfn/mg protein) 
des Olsaure-Einbaus 


30 


51 


350 


Prozentualer Einbau im Vergle 


ph ~7\ im C 


Disaureeinbau 


Myristoyl-CoA 




55 


0 


Palmitoyl-CoA 


66 


40 


25 


Palmitololeoyl-CoA 




70 


60 


Stearoyl-CoA 


50 


36 


10 


Oleoyl-CoA 


100 


100 


100 


Linoleoyl-CoA 


90 


90 


40 


20:3-CoA 


80 


65 


85 


Arachidonoyl-CoA 


75 


65 


90 



10 



15 



Beispiel 7: Positionsanalyse der Lipide von Thraustochytrium 

In Beispiel 6 wurde gezeigt, dass LCPUFA-Produzenten wie Mortierella iiber memb- 
rangebundene Acyltransferase-Aktivitaten verfugen, die LCPUFA-CoAs in Membran- 
und Speicherhpide einbauen. Durch Positionsanalysen der Lipide von LCPUFA- 
Produzenten kann man Ruckschlusse auf die in-vivo-Aktivitaten der einzelnen A- 
cyltransferasen Ziehen. Daher wurde im folgenden untersucht welche Fettsauren an 
den einzelnen Positionen der Lipide des DHA-Produzenten Thraustochytrium verestert 
sind. 

a) Kultivierung von Thraustochytrium spec.(TS) ATCC 26 1 85 

Die Kultivierung des Pilzes TS erfolgte in TS-Flussigkultur und durch Ausstreichen auf 

I oi^ 0- ^ dfei W ° Chen WUrden die Pilze auf neue p,atten uberimpft, zwei Tage 
be. 28 C gelagert und anschlieBend bei RT (ca. 23 »C) aufbewahrt. Die Flussigkultur 
wurde bei 30«C unter Schiitteln inkubiert und nach 6 Tagen geerntet. Das SchOtteln 
der Kultur unter Lichteinstrahlung erhoht die Lipidausbeute (Daten nicht gezeigt) 
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I) TS-Medium: (Bajpai et al. (1991) JAOCS 68: 507-514) 

a)10xL6sungA(g/l): 

250 g/l NaCI 

50 g/l MgS0 4 7H 2 0 

5 10 g/l KCI 

20 g/l Na-Glutamat 

2 g/l (NH4) 2 S0 4 

20 g/l Glucose 

Losung autoklavieren. 

10 b) 1 0x Losung B (g/l) 

200 g/l Glucose 
20 g/l Hefeextrakt 

Losung B wurde sterilfiltriert. 

c)10x Losung C (g/l) 

15 2g/I CaC0 3 

Zum Losen des CaC0 3 wurde die Losung mit HCI angesauert und anschlieBend 
autoklaviert. 



d)10x Losung D (g/l) 

1 g/l KH 2 P0 4 
20 1 g/l NaHCOa 

Die Losung wurde autoklaviert. 

Suplemente: Thiamin und Vitamin B 12 

Zu 600 ml autoklaviertem dest. Wasser wurde je 100 ml der 10x Losungen a) bis d) 
und 10 jjg/l Thiamin und 1 ng/l Vitamin B 12 zugegeben 

25 b) Lipidanalyse von Thraustochytrium (Bligh & Dyer (1959) Canadian J. Biochem 
37:911-917) 



Zur Extraktion der Gesamtlipide aus TS in Flussigkultur wurden diese durch Zentrifuga- 
tion bei 3000g fur 10 Minuten sedimentiert. Nach Resuspension der Zellen in 10 ml 
0,45% NaCI wurden diese fur 10 Minuten im Wasserbad gekocht. Nach einem weiteren 
30 Zentrifugationsschritt (wie oben) der in 40 ml-Schliffglaschen umgefiillten Suspension 
wurde das Sediment in Trichlormethan/Methanol 1:2 (v/v) aufgenommen. Dabei 
richtete sich das Volumen des Ldsungsmittelgemisches nach dem Volumen des 
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Sed.mentes. Im allgemeinen wurden fur die Extraktion einer 100 ml-Kultur 10 ml des 
Gemisches benotigt. Die erste Extraktion fand fur mindestens 6 Stunden, zumeist 
aHerd.ngs uber Nacht bei 8«C auf einem Schuttler statt. Ansch.iefcend wurden die 
s 2E? "T? Se , dimentiert und der "berstand wurde bei ere aufbewahrt. Die zweite 

^ZrN^nTT, ^ ErSten ' a,,erdlnQS mlt Trichlormethan/Methano. 2:1 
(v/v) uber Nacht statt. Nach der zweiten Extraktion wurden die Zellreste emeut 
sed.ment.ert und der Uberstand wurde mit dem der ersten Extraktion vereinigt Die 

S?o7 ^ dann 3Uf daS Verha,tnis Trichlormethan/Methanol/0.45«/o 
NaCI 2.1:0,7 eingestellt und geschuttelt. Dabei werden nicht erwunschte coextrahierte 
10 Substanzen wie Zucker ausgeschuttelt und gelangen in die wfc^tTS22S 
Z.n o r R i biS 2 D Ur f Phasenfrennu "9 zentrifugiert, die organische Unterphase 
£Z rC?" Ti " Befre ' ung von Schwebstoffen durch Watte in einen Rundko.ben 
G!L am ^i rf P am Rota «°^erdamfer bis zur Trockene eingeengt, die 

15 che SfL n ' n T " ch ' ormetha ^ethanol 2:1 (v/v) und in ein SchliffgiasrL- 
1 5 chen uberfuhrt. Dann wurde der Extrakt unter Stickstoff erneut bis zur Trockene 

"Z:TZ:£™T 6 ^ TriC — no, 2:1 (v/v) in einem def.nierten 
c) Lipidanalyse aus Thraustochytrium-Membranen 

20 ES? m T ^T chytrium ' Membrane n wurden in ein Schliffrohrchen Oberfuhrt und. in 
20 0,45% NaCI aufgenommen und im Wasserbad 5 Minuten lang aufgekocht, urn 

l.p.dabbauende Enzyme zu inaktivieren. Nach Zentrifugation (5 Minuten, 3000 x g) 
wurde der wassnge Uberstand dekantiert. Die Extraktion der Lipide erfolgte eine 
S5?iES * 5 ™ ,ormethan/M ethanol (2:1). Nach Zugabe von 1/3 Volumen 

25 300C t T r 5?T ZUf b6SSeren Phase ^nnung zentrifugiert (5 Minuten, 

25 3000 x g). D.e untere, l.p.dhaltige Phase wurde entnommen und unter Vakuum 

e.ngeengt. Die Lipide wurden in einem geeigneten Volumen Trichlormethan aufge- 
nommen. a 

Im direkten AnschluR wurden die Lipide auf Kieselgelplatten (Kieselgel 60. 20 x 20 cm 
0,25 mm Sch.chtd.cke; Merck, Darmstadt) zur dunnschicht-chromatographischen 
30 Trennung der Phospholipide mit geeigneten Standards aufgetragen. Als Laufmittel 
wurde Tnchlormethan/Methanol/Eisessig/HaO 91/30/4/4 (v/v/v/v) verwendet Dte 
Laufeeit betrug 1 5 Stunden. Nach Eindampfen des Losungsmittels wurden die Platten 

unter UV E£ tST h °' 3% ^P^) angefarbt und 

unter uv-L.cht (366 nm) sichtbar gemacht. 

35 d) LipaseverdauderThraustochytrium-Gesamtlipide 

Der enzymatische Verdau erfolgt mittels Pankreaslipase (EC 3.1.1.3). Die hydrolyti- 
sche Spahtung erfolgt an der Phasengrenze zwischen Fett und Wasser, wobei das 
Enzym .n Tnacylglycerolen (TAGs) spezifisch die randstandigen Esterbindungen in sn- 
1 und S n-3-Pos,t,on angreift. Intermedin werden 1,2- und 2,3-Diacyl^n-glycerole 



angereichert, d.e anschlie&end zu sn-2 Monoacylglycerolen welter verdaut werden 
Nach dunnsch.chtchromatcgraphischer Auftrennung und Gewinnung der sn-2 Monoa- 
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cylglycerol-Fraktion wird die Fettsaure-Zusammensetzung der TAGs in der mittleren 
Position ermittelt 

von 0 ?^T C H hl p^n", T?" 50 m9 d6S Gesamtli Pi^s eingewogen. Nach Zusatz 
von 0,5 ml Tns-Puffer, 0,1 ml CaCI^Losung und 0,25 ml Gallensalzlosung (0,05% (w/v) 
5 Gallensalz; Srgma, Deisenhofen) wurde das Schliffrohrchen verschlossen Das 

wZelTh?^ Ml ? te ,an - 9 durchmischt und anschliellend eine Minute in einem 
Wasserbad bei 40°C vortempenert, urn die Probe zu emulgieren. 

Die Hydrolyse erfolgte nach Zusatz von Pankreaslipase (EC 3.1.1.3; Sigma, Deisenho- 

I0 ELf Pr ° 5 "I 9 Um LiP3Se friSCh 9e,6st in °' 5 ml Tris-Puffer) bei 38°C und 

10 hoher Schuttelfrequenz (moglichst 1200 U/min). Nach 30 Minuten wurde die Reaktion 
durch Zusatz von 1 ml HCI (6 N) und 1 ml Ethanol abgebrochen. 

Das Reaktionsgemisch wurde im Zentrifugenglas 2 mal mit je 4 ml Dietylether extra- 
hiert. Dabei wurde die obere etherische Phase abgenommen. Die verbleibende 
wassnge Phase wurde erneut mit Diethylether extrahiert. Die Entstehung von Emulsio- 
5 nen wurde be. jedem Extraktionsschritt zusatzlich durch Zentrifugation unterbunden 
Die vere.mgten etherischen Phasen wurden durch ausschQtteln mit je 3 ml Wasser ' 
(dest) gewaschen. Die organische Phase wurde in ein neues Rohrchen uberfuhrt und 
mrt Natnumsulfat getrocknet. Nach 2-minutiger Zentrifugation bei 3000 x g wurde der 
klare Uberstand abgenommen und das Natriumsulfatpellet erneut mit Diethylether 
ausgeschuttelt, wie oben angegeben zentrifugiert und die organischen Phasen 
vereimgt Nach Einengung des Etherextraktes unter Vakuum wurde im direkten 
Trl If T ^ rakt 8Uf , Kiese| 9 e, P |atten (Kieselgel 60, 20 x 20 cm, 0,25 mm Schicht- 
dicke; Merck, Darmstadt) zur dunnschicht-chromatographischen Trennung der 
Part.alglyceride aufgetragen. Als Laufmittel (mobile Phase) wurde Diisopropylether- 
Bsessrg 40:1 (v/v) verwendet. Die Laufzeit betrug 35-45 Minuten. Nach Verfliichtigung 
frfn ^ SUn9 !, m,tte,s 7 rden die Pla «en ™* 2',7'-Dichlorfluorescein (Merck. Darmstadt; 

i ■ s °- Propan ° | ) angefarbt und unter UV-Licht sichtbar gemacht. Die einzelnen 
L,p.dfraktionen wurden in folgender Reihenfolge aufgetrennf Monoacylglycerole (sn-2 
MAGs, unmittelbar uber der Startlinie), Diacylglycerole (sn-1 ,2- und S n-2,3-DAGs) freie 
Fettsauren (FFA) und die nicht umgesezten TAGs. 

Die MAG-Bande wurde von der Kieselgelplatte abgekratzt. Die Bestimmung der 
Fetteaurezusammensetzung der TAGs erfolgte durch Transmethylierung und anschlie- 
liender gaschromatographischer Auftrennung der Fettsaure-Methylester (FAME). 

Tris-Puffer: 

1M Tris/HCI, pH mit HCI auf 8,0 einstellen 

CaCI-Losurig 

2,2% (w/v) CaCI 2 
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e) Lipaseverdau der Thraustochytrium-Membraniipide (Fischer et al M 1 973) 

Die Positionsanlyse der Membranlipide erfoigte durch enzymatische Hydrolyse der sn- 
2-Esterbindung mit Phospholipase A 2 (EC 3.1.1 .4). 

Die isolierten Membranlipide wurden unter Vakuum eingeengt, mit 0,5 ml Hydrolyse- 
puffer versetzt und 5 min lang mit dem Ultraschallstab dispergiert. Die Hydrolyse 
erfoigte bei RT nach Zugabe von 50 U der Phospholipase A 2 . Die Reaktion wurde 
durch Zugabe von 4 ml Trichlormethan/Methanol 2:1 (v/v) und 0,45% NaCI gestoppt. 
Die organische Unterphase wurde in ein neues Gefaft uberfuhrt, am Rotationsver- 
dampfer eingeengt und in 200 pJ Trichlormethan/Methanol 2:1 (v/v) aufgenommen. 

Im direkten Anschluss wurde der Ansatzt auf Kieselgelplatten (Kieselgel 60, 20 x 20 
cm, 0,25 mm Schichtdicke; Merck, Darmstadt) zur dunnschicht-chromatographischen 
Trennung der Phospholipide aufgetragen. Als Laufmittel wurde Trichlor- " 
methan/Methanol/Eisessig/H 2 0 91/30/4/4 (v/v/v/v) verwendet. Die Laufzeit betrug 1,5 
Stunden. Nach Eindampfen des Losungsmittels wurden die Platten mit 2',7'- 
Dichlorfluorescein (Merck, Darmstadt; in 0,3% iso-Propanol) angefarbt und unter UV- 
Licht sichtbar gemacht. Interessante Banden wurden von der Kieselgelplatte abge- 
kratzt, transmethyliert und anschlieliend am Gaschromatographen analysiert. 

Hydrolysepuffer 

0,1 M Borsaure, pH 8,0 

3 mM CaCI 2 

1 ,4 mM Na-Desoxycholat 



f) Transmethylierung von Fettsauren mit Na-Methylat (nach Liihs) 

Lipidproben wurde nach Abdampfen des Losungsmittels bzw. nach Abkratzen von der 
Dunnschichtplatte (z.B. bei sn-2 Analyse der Gesamtlipide) mit 2 ml Na-methylatlosung 
zur Umesterung versetzt. Der Ansatz wurde gut geschuttelt und zur Transmethylierung 
der Fettsauren ca. 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert AnschlieSend wurde 1,5 
ml iso-Octan zugegeben und vorsichtig zweimal geschuttelt. Der Ansatz wurde 30 
Minuten lang bei 4°C gelagert, wobei die Fettsaure-Methylester (FAME) in die iso- 
Octanphase ubergehen. Nachdem sich die Phasen deutlich getrennt hatten wurde die 
obere iso-Octanphase in ein GOGIaschen abpipettiert und die Probe am Gaschroma- 
tographen gemessen. 

Na-Methylatlosung 

5 g Natriummethylat wurden in 800 ml Methanol (99%) mittels Magnetruhrer bei 50°C 
gelost und nach dem Abkuhlen mit iso-Octan auf 1000 ml aufgefullt 
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g) Methyiierung freier Fettsauren mit methanolischer Schwefelsaure 

In einem Pyrexrohrchen mit Gewindedeckel wurde 1 ml 1 N methanolischer Schwefel- 
saure zu dem eingeengtem Lipidextrakt zugegeben. Der Ansatz wurde eine Stunde 
lang bei 80°C inkubiert. Nach kurzern Abkuhien wurde der Ansatz mit 1 ml 0,9% NaCI 
5 versetzt und durchmischt. Anschlieliend wurde gleiches Volumen Hexan zugegeben, 
gut gemischt und der Ansatz bei 4°C, 30 Minuten lang bis zur Phasentrennung 
inkubiert. Die obere Hexanphase wurde in ein GC-Glaschen uberfuhrt und am 
Gaschromatographen analysiert. 

Methanolische Schwefelsaure 

10 Zu 100 ml Methanol (wasserfrei) wurden mit 2 ml Dimethoxypropane und 0,5 M H 2 S0 4 
zugegeben. 

h) Gaschromatographische Analyse 

Fur die GC-Analysen wurden folgende Parameter des gaschromatographischen 
Systems eingehalten: 

1 5 Geratetyp HP 6890 GC 

Injektor HP GC Injector 

Detektor Flammen lonisations Detektor (FID), Temp. 250°C 

Saule J&W DW23 50% Cyanopropyl/methylsiloxane, 30 m, 
0,5 mm Durchmesser 

20 Ofentemperatur 220°C 

Tragergas Wasserstoff 

Autosampler HP 7673, Einspritzmenge 1 \i\ Probe 



25 



i) Die Lipidanalyse der Thraustochytrium-Lipide lieferte folgende Ergebnisse 



Lipidfraktion 


Fettsaurezusammensetzung 




16:0 


22:3 w -3 


22:4 u) -3 


22:6 co -3 


TAG gesamt 


24% 


12% 


31 % 


23% 


TAG sn-2 


21 % 


26% 




43% 


Membranlipide gesamt 


16% 


13% 




23% 


Membranlipide sn-2 


34% 


18% 




36% 
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Die Ergebnisse zeigen, dass Thraustochytrium einen hohen Gehalt an DHA in seinen 
Lipiden besitzt DHA stellt mit neben Palmitat die Hauptkomponente der Triacylglyerole 
dar und ist die dominierende Fettsaure der Membranlipide. Auffailig ist, dass DHA an 
der sn-2 Position sowohl des Triacylclycerols als auch der Membranlipide deutlich 
5 angereichert ist: 36-43% der Fettsauren an der sn-2 Position ist DHA. Aufgrund dieser 
Daten kann man davon ausgehen, dass Thraustochytrium uber eine aktive LPAAT 
verfugt, die eine hohe Spezifitat fur DHA-CoA aufweist. 

Beispiel 8: Isolierung von Gesamt-RNA und poly(A) + -RNA 

Die Isolierung von Gesamt-RNA aus Pfianzen wie Lein und Raps etc. erfolgte nach 
10 einer bei Logemann et al. beschriebenen Methode (Anal. Biochem. (1987) 163: 21). 
Aus dem Moos Physcomitrella patens kann die Gesamt-RNA aus Protonema-Gewebe 
nach dem GTC-Verfahren (Reski et al. (1994) Mol. Gen. Genet. 244: 351-359) 
gewonnen werden. 

a) RNA Isolierung aus Thraustochytrium, Cryptecodinium und Shewanella: 

15 Tiefgefrorene Algenproben (-70°C) wurden in einem eiskaltem Morser unter Flussig- 
stickstoff zu feinem Pulver zerreiben. 2 Volumen Homogenisationsmedium (12,024 g 
Sorbitol, 40,0 ml 1 M Tris-RC1, pH 9 (0,2 M); 12,0 ml 5 M NaCI (0,3 M), 8,0 ml 250 mM 
EDTA, 761,0 mg EGTA, 40,0 ml 10% SDS wurden auf 200 ml mit H 2 0 aufgefullt und 
der pH auf 8,5 eingestellt) und 4 Volumen Phenol mit 0,2% Mercaptoethanol wurden 

20 bei 40-50°C unter gutem Mischen zu gefrorenem Zellpulver gegeben. Danach wurden 
2 Volumen Chloroform hinzufugen und fur 15 min kraftig geruhrt. Es wurde 10 min bei 
10000g zentrifugiert und die wassrige Phase mit Phenol/Chloroform (2Vol/2Vol) und 
abschlieliend mit Chloroform extrahiert 

Das erhaltene Volumen der wassrigen Phase wurde mit 1/20 Vol 4 M Na-Acetat (pR 6) 
25 und 1 Vol Isopropanol (eiskalt) versetzt und die Nukleinsauren bei -20°C UN (= uber 
Nacht) gefallt Es wurde 30 min bei 10000 g zentrifugiert und der Uberstand abgeso- 
gen. Es folgte ein Waschschritt mit 70% EtOH und erneute Zentrifugation. Das 
Sediment wurde in Tris-Borat-Puffer (80 mM Tris-Borat-Puffer, 10 mM EDTA, pH 7,0). 
Dann wurde der Gberstand mit 1/3 Vol 8 M LiCI versetzt, gemischt 30 min bei 4°C 
30 inkubiert. Nach erneutem zentrifugieren wurde das Sediment mit 70% Ethanol gewa- 
schen, zentrifugiert und das Sediment anschlieftend in RNAse-freiem Wasser gelost. 

Die Isolierung von poly(A}+-RNA erfolgte unter Verwendung von Dyna Beads (Dynal, 
Oslo, Finnland) nach den Anweisungen im Protokoll des Herstellers. 

Nach der Bestimmung der RNA- oder poly(A}+-RNA-Konzentration wurde die RNA 
35 durch Zugabe von 1/10 Volumina 3 M Natriumacetat, pH 4,6, und 2 Volumina Ethanol 
gefallt und bei -70°C aufbewahrt. 



Fur die Analyse wurden jeweils 20 pg RNA in einem Formaldehydhaltigen 1,5%igen 
Agarosegel aufgetrennt und auf Nylon Membranen (Hybond, Amersham) uberfuhrt. 
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Der Nachweis spezifischer Transkripte wurde wie bei Amasino beschrieben durchge- 
fuhrt (Amasino (1986) Anal. Biochem. 1 52: 304). 

Beispiel 9: Konstruktion von cDNA-Banken 

Zur Konstruktion der cDNA-Banken aus Physcomitrella, Thraustochytrium und 
Fusanum wurde die Erststrangsynthese unter Verwendung von Reverser Transkriptase 
aus Maus-Leukamie-Virus (Roche, Mannheim, Deutschland} und Oligo-d(T)-Primern 
die Zweitstrangsynthese durch Inkubation mit DNA-Polymerase I, Klenow-Enzym und 
RNAse H-Spaltung bei 12°C (2 Std.), 16'C (1 Std.) und 22*C (1 Std.) erzielf Die 
Reaktion wurde durch Inkubation bei 65°C (10 min) gestoppt und anschlieftend auf Eis 
uberfuhrt. Doppelstrangige DNA-Molekule wurde mit T4-DNA-Polymerase (Roche 
Mannheim) bei 37»C (30 min) mit glatten Enden versehen. Die Nukleotide wurden' 
durch Phenol/Chloroform-Extraktion und Sephadex-G50-Zentrifugiersaulen entfemt 
EcoRI/Xhol-Adapter (Pharmacia, Freiburg, Deutschland) wurden mittels T4-DNA- 
Ligase (Roche, 12°C, iiber Nacht) an die cDNA-Enden ligiert, mit Xhol nachgeschnitten 
und durch Inkubation mit Polynukleotidkinase (Roche, 37°C, 30 min) phosphoryliert 
Dieses Gemisch wurde derTrennung auf einem Low-Melting-Agarose-Gel unterwor- 
fen. DNA-Molekiile uber 300 Basenpaaren wurden aus dem Gel eluiert, phenol- 
extrahiert, auf Elutip-D-Saulen (Schleicher und Schull, Dassel, Deutschland) konzent- 
nert und an Vektorarme ligiert und in lambda-ZAPII-Phagen oder lambda-ZAP- 
Express-Phagen unter Verwendung des Gigapack Gold-Kits (Stratagene, Amsterdam 
Niederlande} verpackt, wobei Material des Herstellers verwendet und seine Anweisunl 
gen befolgt wurden. 

Beispiel 10: DNA-Sequenzierung und Computeranalyse 

cDNA-Banken, wie im Beispiel 9 beschrieben, wurden zur DNA-Sequenzierung nach 
Standardverfahren, insbesondere durch das Kettenterminationsverfahren unter 
Verwendung des ABI PRISM Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction- 
Kit (Perkm-Elmer, Weiterstadt. Deutschland), verwendet. Die Sequenzierung zufalliger 
vereinzelter Klone wurde anschlieftend an die preparative Plasmidgewinnung aus 
cDNA-Banken uber in vivo-Massenexcision und Retransformation von DH10B auf 
Agarplatten durchgefuhrt (Einzelheiten zu Material und Protokoll von Stratagene 
Amsterdam, Niederlande). Plasmid-DNA wurde aus iiber Nacht gezuchteten E coli- 
Kulturen, die in Luria-Bruhe mit Ampicillin (siehe Sambrook et al. (1989) (Cold Spring 
Harbor Laboratory Press: ISBN 0-87969-309-6)) gezuchtet worden waren, an einem 
Qiagen-DNA-Praparations-Roboter(Qiagen, Hilden) nach den Protokollen des 
Herstellers prapariert Sequenzierprimer mit den folgenden Nukleotidsequenzen 
wurden verwendet: 



5'-CAGGAAACAGCTATGACC-3' 
5'-CTAAAGGGAACAAAAGCTG-3' 
5'-TGTAAAACG ACGG CC AGT-3' 
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Die Sequenzen wurden unter Verwendung des Standard-Softwarepakets EST-MAX, 
das kommerziell von Bio-Max (Munchen, Deutschland) geliefert wird, prozessiert und 
annotiert. Durch Nutzung von Vergieichsalgorithmen und unter Verwendung einer 
Suchsequenz wurde mit Hilfe des BLAST-Programms nach homologen Genen gesucht 
5 (Altschul et al. (1 997) "Gapped BLAST and PSI-BLAST: A new generation of protein 
database search programs", Nucleic Acids Res. 25: 3389-3402). 

Beispiel 1 1 : Identifikation von Genen mittels Hybridisierung 

Gensequenzen lassen sich zur Identifikation homologer oder heterologer Gene aus 
cDNA- oder genomischen Banken verwenden. 

10 Homologe Gene (d.h. Volllangen-cDNA-Klone, die homoiog sind, oder Homologe) 
lassen sich Qber Nukleinsaurehybridisierung unter Verwendung von beispielsweise 
cDNA-Banken isolieren: Je nach der Haufigkeit des Gens von Interesse werden 
100000 bis zu 1000000 rekombinante Bakteriophagen plattiert und auf eine Nylon- 
membran Qberfuhrt. Nach der Denaturierung mit Alkali wird die DNA auf der Membran 

15 z.B. durch UV-Vernetzung immobilisiert. Die Hybridisierung erfolgt bei hochstringenten 
Bedingungen. In wassriger Losung werden die Hybridisierung und die Waschschritte 
bei einer lonenstarke von 1 M NaCI und einer Temperatur von 68°C durchgefuhrt. 
Hybridisierungssonden wurden z.B. durch Markierung mittels radioaktiver (32P) 
Nicktranskription (High Prime, Roche, Mannheim, Deutschland) hergestellt. Die Signale 

20 werden mittels Autoradiographie nachgewiesen. 

Partiell homologe oder heterologe Gene, die verwandt, aber nicht identisch sind, 
lassen sich analog zum oben beschriebenen Verfahren unter Verwendung niedrig- 
stringenter Hybridisierungs- und Waschbedingungen identifizieren. Fur die wassrige 
Hybridisierung wurde die lonenstarke gewohnlich bei 1 M NaCI gehalten, wobei die 
25 Temperatur nach und nach von 68 auf 42°C gesenkt wurde. 

Die Isolatierung von Gensequenzen, die nurzu einer einzelnen Domane von bei- 
spielsweise 10 bis 20 Aminosauren Homologien aufweisen, lafct sich unter Verwen- 
dung synthetischer, radioaktiv markierter Oligonukleotidsonden durchfuhren. Radioak- 
tiv markierte Oligonukleotide werden mittels Phosphorylierung des 5-Endes zweier 
30 komplementarer Oligonukleotide mit T4-Polynukleotidkinase hergestellt. Die komple- 
mentaren Oligonukleotide werden aneinander hybridisiert und ligiert, so dass Konka- 
temere entstehen. Die doppelstrangigen Konkatemere werden beispielsweise durch 
Nicktranskription radioaktiv markiert. Die Hybridisierung erfolgt gewohnlich bei niedrig- 
stringenten Bedingungen unter Verwendung hoher Oligonukleotidkonzentrationen. 



35 
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Oligonukleotid-Hybridisierungslosung: 
6xSSC 

0,01 M Natriumphosphat 
1 mM EDTA (pH 8) 
5 0,5% SDS 

100 ug/ml denaturierte Lachssperma-DNA 
0,1% fettarme Trockenmilch 

Wahrend der Hybridisierung wurde die Temperatur schrittweise auf 5-1 0°C unter die 
berechnete Oligonukleotid-Tm oder bis auf Raumtemperatur bedeutet RT = 23°C in 
10 alien Experimented wenn nicht anders angegeben) gesenkt, gefolgt von Waschschrit- 
ten und Autoradiographie. Das Waschen wurde mit extrem niedriger Stringenz 
durchgefuhrt, zum Beispiel 3 Waschschritte unter Verwendung von 4 x SSC Weitere 
Einzelheiten sind wie von Sambrook, J., et al. (1989), .Molecular Cloning: A Laboratory 
Manual", Cold Spring Harbor Laboratory Press, oder Ausubel, F.M., et al (1994) 
| 1 5 « Curr ent Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, beschrieben. 

Beispiel 12: Isolierung und Klonierung eines Volllangenklons fur LPAAT aus Thrau- 
stochytrium 

Durchmustern einer cDNA-Bank von Thraustochytrium 

Entsprechend unter Beispiel 9 beschrieben, wurde eine cDNA Bank von Thrausto- 
20 chytrium erstellt. Im nachsten Schritt wurde die Phagenbank nach Herstellerangaben 
mittels eines Helferphagen in eine Plasmidbank umgesetzt. Die Plasmidbank wurde 
auf LB-Med.um, 0,8 % Agar, 100 mg/ L Ampicillin ausplattiert und inkubiert. Gewach- 
sene Baktenenkolonien wurden zufallig ausgewahlt, in Fiussigmedium (LB, 100 mg/ L 
Amp.dlm) angezogen und wie in Beispiel 10 beschrieben, einer Sequenzierung 
25 unterworfen. 

Die erhaltenen Sequenzen wurden nach Redundanzen durchsucht und diese entfernt 
Dadurch konnte ein Sequenzsortiment erhalten werden, dass ein Unigen-Set be- 
schreibt. Dieses Sequenz-Set wurde in die Pedant-Datenbank (Biomax AG, Martins- 
ned, Deutschland) eingelesen. Mittels BLAST Analyse anhand von konservierten 
30 Bereichen innerhalb von Acyltransferasen wurde ein kurzes Sequenzstiick mit 
niednger Ahnlichkeit zu bekannten Acyltransferasen gefunden. Die vorhandene 
Sequenzmformation wurde verwendet, urn Primer zu generieren (LPAAT069-5' und 
LPAAT069-3'). Mit diesem Fragment wurde dann in der cDNA-Bank nach einem 
volllange-Klon gesucht (siehe unten 7 a) und b). 

35 
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Tabelle 7: Sequenzen der eingesetzten Primer; 

Die Schmelztemperatur T m (°C) der Oligonukleotide wurde nach Suggs et al (1981) 
berechnet: T m (°C) = 4 (G+C) + 2 (A+T) T m -Werte in Klammern beziehen sich auf 
tatsachlich bindende Nukleotide von Primern, deren Enden durch zusatzlich eingefuhr- 
te Schnittstellen modifiziert wurden. 



Primer 


Sequenz 




LPAAT069-5' 


5-GCT ACA TTG CCA TGG AGC-3' 


56 


LPAAT069-3' 


5'-GCT ACA AGA GGT CAG GTC G-3* 


59 


ACtrau-5' 


5'-CTG GAT CCA TGA GCG CGT GGA CGA G-3' 


69 (52) 


ACtrau-3' 


5'-TTG GAT CCC AAG AGG TCA GGT CGG A-3' 


66 (54) 


ACtrau-3'stop 


5'-TTG GAT CCC TAC AAG AGG TCA GGT CG-3' 


66 (48) 


YES-HIS-5' 


5'-CTG AGC TCA TGA GCG CGT GGA G-3' 


69 (56) 


YES-HIS-3' 


5'-ATG GAT CCG TGA TGG TGA TGG TGA TGC AAG AGG 
TC-3' 


72 (40) 



Bei den PCR-Experimenten wurden die unten angegebenen Bestandteile eines PCR- 
Standardansatzes auf Eis in ein PCR-Reaktionsgefafc pipettiert, in den Thermoblock 
gestellt und das unten dargestellte Temperaturprofil gestartet. Als Polymerase wurde ir 
fast alien Fallen die Taq-Polymerase (Gibco BRL) eingesetzt. Lediglich bei Amlifikatio- 
nen im Rahmen der f unktionalen Expression in E. coli JC201 wurde die Pfu- 
Polymerase (Stratagene) verwendet. Die Zugabe der Polymerase erfolgte bei alien 
Experimenten uber einen sogenannten "Heifistart", bei dem das Enzym erst nach 5 
min Denaturierung des DNA-Templates zugegeben wird. Die Annealingtemperaturen 
(T a ) wurden 3-5°C unter der mittleren Schmelztemperatur T m der Primerpaare gewahlt. 

PCR-Standardansatz (fur Taq-Polymerase) 

5 pi 10 x PCR-Puffer (100 mM Tri-HCI, pH 8,3; 15 mM MgCI 2l 500 mM KCI) 

1 pi dNTP-Mix (10 mM dATP, dGTP, dTTP u. dCTP) 

1 pi Primer 1 (30 pM) 

1 Ml Primer 2 (30 mM) 

1 U Taq-Polymerase 

50-100 ng Plasmid-DNA-Template 

mit Aqua dest. auf 50 pi auffullen 
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HeiBstartprogramm 

1. Denaturierung 95°C, 5 min 

2. HeiBstart 25°C, 3 min -» Zugabe der Polymerase 

3. Denaturierung 94°C 30 s 

4. Annealing T m -5°C, 30 s 

5. Polymerisation 72°C, 1 - 3 min (fur 1,0 kbp ca. 60 s) 

Die Schritte 3. bis 5. wurden 25 bis 30 mal zyklisch wiederholt. 

6. Polymerisation 72°C, 5 min 

7. Termination 4°C 

a) Nichtradioaktive Markierung von DNA 

DNA-Sonden wurden nichtradioaktiv mit dem "PCR DIG PROBE SYNTHESIS KIT" 
(Boehringer Mannheim) markiert. Dabei wurden DNA-Fragmente in einer PCR- 
Reaktion mit Digoxigenin-markierten Desoxyuridintriphosphat (DIG-dUTP) markiert 
Die Detektion erfolgte anschlieBend mittels eines Antj-Digoxygenin-Antikorpers, der mit 
alkahscher Phosphatase konjugiert ist, und Zugabe von Chemilumineszenz- Oder 
Farbsubstraten. 

Urn Hintergrundsignale zu vermeiden, die auf Vektorsequenzen zuriickzufuhren sind 
wurde fur die PCR-Markierung zunachst in einer ersten PCR mit unmarkierten dNTPs 
die gewunschte DNA amplifiziert, das lineare Fragment uber ein Agarosegel gereinigt 
und als Template fur die eigentJiche PCR-Markierung benutzt, bei der wieder das 
Primerpaar der ersten PCR eingesetzt wurde. Die Durchfiihrung der Markierungsreak- 
tion richtete sich nach den Angaben des Herstellers. Die gewahlten Primerkombinatio- 
nen sind in derfolgenden Tabelle zusammengefaBt. 



Primer Sequenz 

LPAAT069-5' 5'- GCT ACA TTG CCA TGG AGC -3' 

LPAAT069-3' 5'- GCT ACA AGA GGT CAG GTC G -3' 



b) Screening einer cDNA-Bank 

Zur Isolation eines vollstandigen Klons wurde eine Thraustochytrium cDNA-Bank (in 
XTriplEx2) mit der DIG-markierten Sonde abgesucht. Die Erstellung der Sonde erfolgte 
mit den Primern LPAAT069-3' und LPAAT069-5, abgeleitet von dem EST-Klon 
s_t002038069 bekannten cDNA-Sequenz die moglicherweise fur eine LPAAT aus 
Thraustochytrium kodiert. 



BASF Plant Science GmbH 



20011000 



PF 54409 DE 



sierung In 80 m. Hyb^e^^rl^^^'S^T 1 ' 61 * 
fuhrt wurte. Nach ertb^er oftJZZZ lZ^^^Z'^T* 

. mMwmm 

gene) durcngefuhrt, wobei von den infcterten SOLR 7m1 I,... J ( 
Sem S^TutXTr 6 " K ° IOnfen «"■*" direW P<£ un7dan 
dest. emgeneben wurden, 3 x eingefroren und wieder aufgetaut um die Zellen 2 u 

Plasmid-Minipraparationen isoliert und uber PCR roomie . * m,ae UDer 
35 Sequenzierungen analysiert. ' Restnkt,onsan a'ysen sowie DNA- 



BASF Plant Science GmbH 2001 1 000 pf 54409 DE 

91 

NZY-Medium (pro Liter, NZY-Platten mit 15 g Agar) 

5 g NaCI 

5 g Hefeextrakt 

10 g NZ-Amin (Caseinhydrolysat) 
5 pH7,5(NaOH) 

2 g MgSQ 4 (sterilfiltriert) 



Denaturierungs-Losung 

0,5 M NaOH 
10 1,5 M NaCI 



Neutralisierungs-Losung 

1,0MTris-HCI, pH 7,5 
1,5 M NaCI 

20 x SSC 
3,0 M NaCI 

0,3 M Natriumcitrat, pH 7,0 



20 Standard-Puffer 
5xSSC 

0,1% (w/v) N-Laurylsarcosin 
0,02% (w/v) SDS 
1% Blocking Reagens 



SM-Puffer (pro Liter) 

5,8 g NaCI 
2, g MgS0 4 

50 ml 1 M Tris-HCI, pH 7,5 
30 5 ml 2% Gelatine 
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Beispiel 13: Isolierung und Klonierung von Volllangenklonen fur PUFA spezifische 

Acyltransferasen aus Physcomitrella patens, Mortierella alpina und She- 
wanella hanedai 

Wie unter Beispiel 8 und 9 beschrieben, wurde aus Physcomitrella patens und 
Mortierella alpina RNA isoliert und eine cDNA-Bank hergestellt. 

Im nachsten Schritt wurde die Phagenbank nach Herstellerangaben mittels eines 
Helferphager. in eine Plasmidbank umgesetzt. Die Plasmidbank wurde auf LB-Medium 
0,8 /o Agar, 100 mg/ L Ampicillin ausplattiert und inkubiert. Gewachsene Bakterienko- ' 
lon.en wurden zufallig ausgewahlt, in Flussigmedium (LB, 100 mg/ L Ampicillin) 
angezogen und wie in Beispiel 10 beschrieben, einer Sequenzierung unterworfen. 

Die erhaltenen Sequenzen wurden nach Redundanzen durchsucht und diese entfernt 
Dadurch konnte ein Sequenzsortiment erhalten werden, dass ein Unigen-Set be- 
schre.bt. Dieses Sequenz-Set wurde in die Pedant-Datenbank (Biomax AG, Martins- 
ned, Deutschland) e.ngelesen. Mittels BLAST Analyse anhand von konservierten 

I hXtTV nne J t V ° n Ac y |transferase n wurden kurze Sequenzstucke mit niedriger 
Ahnl.chke.tzu bekannten Acyltransferasen gefunden. Die vorhandene Sequenzinfor- 

ITonT Tt^' Um Primer ZU 9 enerieren (siehe unten). Mit diesen Primem 
konnten die Volllange-Klone amplifiziert werden. 

Fur die Acyltransferase aus Shewanella hanedai wurde die offentliche Datenbank von 
Shewanella putrefaciens MR1 (TIGR Datenbank http://tigrbiast.tigr.org/ulmg/) nach 
Acyltransferasesn durchsucht. Es konnte eine Sequenz in der Datenbank mit Homolo- 
gy zu Acyltransferasen gefunden werden. Von dieser Sequenz wurde ein PCR- 
Fragement generiert mittels Standard-Primer T7 und T3. Das erhaltene Produkt wurde 
wie ,n Be.sp.el 10 a) und b) erlautert, markiert und zum Durchsuchen einer genomi- 
25 schen Shewanella hanedai Bank eingesetzt. 

Sn"°inn Ch r„ Dl i! A * hewane » a hanedai w ^de nach folgendem Protokoll isoliert: 
Eine 100 ml Kultur wurde bis zu einer optischen Dichte von 1,0 bei 30 C angezoqen 
Devon wurden 60 ml abzentrifugiert bei 3000 xg fur 3 min. Das Pellet wurde in 6 ml ' 
doppelt-destilliertem H2O resuspendiert und auf 1,5 ml GefaBe verteilt, abzentrifugiert 
und der Uberstand verworfen. Die Pellets wurden mit 200 pi Losung A 200 uL 
Phenol/Chloroform (1:1) und 0,3 g Glaskugeln durch Vortexen resuspendiert und 
ysiert Nach Zugabe von 200 pi TE-Puffer pH 8,0 wurde fur 5 min zentrifugiert Der 
Uberstand wurde einer Ethanolfallung mit 1 ml Ethanol unterzogen. Das erhaltene 
Pellet nach Fallung wurde in 400 pL TE-Puffer pH 8,0 + 30 pg/mL RnaseA gelost 
Nach Inkubation fur 5 min bei 37_C wurden 18 pL 3 M Natriumacetat-Losung pH 4 8 
D«t hm! piir? 2 " 9eSe ^ n und die Prazipitierte DNA durch Zentrifugation pelletiert. 
Das DNA-Pellet wurde in 25 pL doppelt-destilliertem H2O gelost. Die Konzentration der 
genomischen DNA wurde durch deren Absorption bei 260 nm bestimmt. 
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Losung A: 
2 % Trition-X100 
1 % SDS 
0,1 M NaCI 

0,01 M Tris-HCI pH 8,0 
0,001 M EDTA 

Die erhaltene genomische DNA wurde 1 Stunden bei 25 °C mit dem Restriktionsenzym 
SauSA (New England Biolabs) nach Herstellerangaben inkubiert. Die erhaltene 
Fragmente wurden dann in einen mit BamHI verdautes pUC18 Plasmid mittels T4 
bgase (Roche) Jigiert. Die erhaltene Bank wurde dann in gleicherweise wie in Beispiel 
10 beschneben, durchsucht. Es konnte ein Kion mit einem 1,7 kb grosses genomi- 
cs Fragment gefunden werden, der eine 687 bp lange codierende Sequenz mit 
Ahnlichkeit zu Acyltransferasen zeigt. 

Die Sequenz aus Shewanella hanedai zeigt eine besonders hohe Ahnlichkeit zu der 
LPCAT aus Chaenorabdidis elegans. Die Ahnlichkeit der beiden Sequenzen auf 
Ammosaureebene betragt 26 %. 

Tabelle 8: Identifizierte Acyltransferase aus den genannten cDNA-Banken 



Klon-Nr. 


Organismus 


Homologie zu 


Mai PAAT1 1 


M. alpina 


LPAAT 


MaLPAAT1.2 


M. alpina 


LPAAT 


ShLPAAT 


S. hanedai 


LPAAT 


T6 


Thrausto. 


LPAAT 


pp004064045r 


P. patens 


LPAAT 


pp020064227r 


P. patens 


LPAAT 


pp015052144r 


P. patens 


GPAT/LPAT 


pp004034225r 


P. patens 


GPAT 


pp004104272r 


P. patens 


Ca-LPAAT 


pp020018156r 


P. patens 


Ca-LPAAT 


pp01 5034341 r 


P. patens 


LPAAT 


pp015033362r 


P. patens 


LCAT 


fg003028298 | 


Fusarium 


LCAT 
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Tabelle 9: Sequenzen der eingesetzten Primer; 



Clone nr. 
MaLPAAT1.1 


wi^aiiioiu r-nmersequenz 5-3 Onentierunq 
M. alpina atggatgaatccaccacgacca 
| LOca y ^ccgatgcngctgc 


Lange in bp 
1254 


MaLPAATI .2 


M. alpina atgaaccctatctacaagggt ~ 

tcagcccgatgcttgctgc 


1170 


ShLPAAT 


S. hanedai atgttactgctagcatttgt 

tta ctttfl Pnattft a on 
i *-».«^ti.*.y oi^d ilea ayy 


687 


T6 


Thrausto. atgagcgcgtggacgagggc " 

wa y a y y g icgg aegta ca 


918 


pp004064045 
PP020064227 


P. patens Atggctttgatgtatatctg 

1 nacacgatttttcttttag 

P. patens atgctgatattacagcccttc ~ 

| ctaatgaacaggaagaccgt 


714 


657 


pp01 5052144 
pp004034225 


P. patens atgatceggattttcagag 
|icagtccgttttgccgaggt 


444 


P. patens atgccgtcgctgtttcggg " 

tcaatcagttcgcctgcttc 


1305 


pp0041 04272 


P. patens atgctgatattacagcccttc 
ctaatgaacaggaagaccgt 


1566 


PP020018156 


P. patens atgaccagcacggaaaatac 
ctagatgttagtttcactc 


1560 


pp01 5034341 j 


°: patens atgattatgatggaggtgctg — 
tcagtccgttttgccgagg 


1014 


pp01 5033362 f 


3 . patens atgtgttcaatttcttgtgg 
ttagtggaacataagctgtt 


1503 


fg003028298 F 


-usarium atgggaaagtccactttac " 

[ctatgaagtctcctcatcatcg 


1893 



Bei den PCR-Experimenten warden die unten angegebenen Bestandteile eines PCR 

^ <Gibco ^ ein9eseM - Ledi9lteh bel Am « a «° 

nen im hcanmen der funktionalen Expression in E. coli JC201 wurde die Pfu 
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PCR-Standardansatz (fur Taq-Polymerase) 

1 2 d^Sw^ 1 , 00 mM Tri - HCI ' PH 8 ' 3: 15 mM M 9 CI * 500 mM KG!) 
1 pi dNTP-Mtx (1 0 mM dATP, dGTP, dTTP u. dCTP) 

1 m> Primer 1 (30 jjM) 

1 pi Primer 2 (30 mM) 

1 U Taq-Polymerase 

50-100 ng Plasm id-DNA-Template 

mit Aqua dest. auf 50 Ml auffullen 



10 Heifcstartprogramm 

1. Denaturierung 95°C ( 5 min 

2. HeiBstart 25°C, 3 min -» Zugabe der Polymerase 

3. Denaturierung 94°C 30 s 

4. Annealing T m -5°C, 30 s 

5. Polymerisation 72°C, 1 - 3 min (fur 1,0 kbp ca 60 s) 
Die Schritte 3. bis 5. wurden 25 bis 30 mal zyklisch wiederholt 

6. Polymerisation 72°C, 5 min 

7. Termination 4°C 



15 



20 



25 



30 



GSP: TCT CTT TTT CGT GOT GCT CCA GCC GAT (Are 297) 

PCR-Programm: 10min. 95°C 

1min. 95°C (40 Cycles) 
1min. 65°C 
2min. 72°C 

10min. 72°C Pause 4°C 
PCR-Maschine: Biometra Trio Thermoblock 

Sprung kionief' ^ h ^^TA Coning Vector fur 

Beispiel 14: Expression von Thraustochytrium LPAAT (ThLPAAT) in Hefe 

Urn die Funktionalitat von ThLPAAT nachzuweisen, wurde in einem ersten Ansate ri P r 

ce^f 66 - eiCh rf d n CDNA " 6inem H^xpressionsvektol Wontert undl f 
cerev.s.ae expnm.ert. Die in der Hefe produzierte LPAAT sollte zugesetzte uber 
Acyltransferase-Aktivitat in mikrosomaten Fraktionen nachgewiesen w^en 



10 
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20 



25 



30 
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Samtliche Fest- und FIGssigmedien fur Hefe wurden nach Protokollen von Ausubel et 
oeitent S ^ M ° leCU,ar BiO ' 09y ' J ° hn Wi,6y & Sons ' New Yorik, 1995) her! 



Tr" 16 ^ Restnktion sverdau mit Hindlll/BamHI aus dem Vektor 
pGEM-T ausgeschmtten, in den HindHI/BamHI geschnittenen shuttle-Vektor pYES2 
Onv.trogen Carlsbad, USA) kloniert und der so entstandene Vektor pYEsIr^PAAT 
m E. col, XL1 blue transformiert. pYES2-ThLPAAT wurde mit Hilfe der LiAc-Memode in 

5,, pT^' a n^ CSC1 (,nvitr °9 en ' Carisb ^ USA) transformiert, wo die ExpressVon der 
ThLPAAT-cDNA unter der Kontrolle des GAL1 -Promoters stand. txpress,on der 

e^UA^B^ZV^ 7 , f reV " SiaS ,NVSC1 erf0 '9 te ™ difeiert ^ch Avery 
et al. (Appl. Environ. Microb.ol., 62, 1996: 3960 - 3966) und Girke et al (The Plant 

Journal, 5, 1998: 39-48). Urn eine Starterkultur herzuste.len, vvurden 20 mf SD 

Medium m.t Glucose und Aminosaurelosung ohne Histidin mi einer Hefe Bnze^koionie 

ange,mpft und uber Nacht bei 30 °C bei 140 rpm inkubiert. Die Zellku.tu^rde ^ 

SulZ^ h U ? A 5 2entrifu 9 ieren und Resuspendieren in SD-Medium ohnT 
Supplemente und ohne Zucker. Mit den gewaschenen Zellen wurde eine Haupttultur 
auf e,ne OD 600 von 0,1 bis 0,3 angeimpft. Die Anzucht der Hauptkultur erfolgte Z lS ml 
SD-Med,um mit 2 % (w/v) Galaktose, Aminosaurelosung ohne Histidin 0 02 % 
Unolsaure (2o/ 0 ige Stammlosung in 5 % Tergito. NP40) 10 % Te g MNpS 72 h lano 

bei 20% Die E T ^ HaUPtkUttUr erf ° l9te ° ber ZeTpeiS wurde 
be. -20 C e.ngefroren und anschlieBend fur ca. 1 8 h lyophilisiert. 

Beispiel 15: Plasmide fur die Pflanzentransformation 

fZZT Ze H^TT ati0n k6nnen bin§re Vektoren ' «*» P«nAR verwendet werden 
(Hofgen und W,llm.tzer (1990) Plant Science 66: 5221-230). Die KonstmktionTer 
b.naren ^ Vektoren kann durch Ligation der cDNA in Sense- Oder Antise^ienLruna 

^pT, 5 ' ^ CDNA aktM6rt 6ln ^nzenpromotor die Tt£2£T^ 
cDNA. E.ne Polyadenylierungssequenz befindet sich 3' von der cDNA. 

Die gewebespezifische Expression laftt sich unter Verwendung eines gewebesoezifi- 
schen Promoters erzieien. Beispielsweise kann die samenspezifische S^on 
erre.cht werden, indem der Napin- oder der LeB4- oder der USP-Promotor 5 der^cDNA 
ZTT T jed6S 8ndere same -P^che PromotLem^ kann t^T 

tt^^T "TT EXPr6SSi0n in d6r 9an2en ,§Bt sich der CaMV- 

35S-Promotor verwenden. Das exprimierte Protein kann unter Verwendung eines 

S.gnalpept.ds, beispielsweise fOr Plastiden, Mitochondrien oder das Eix^nSs^ 

P ant Sc.. 15. 285-423). Das S.gnalpeptid wird 5' im Leseraster mit der cDNA einklo 
n.ert, urn die subze.lulare Loka.isierung des Fusionsprotein zu e^eichen 
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Beispiel 16: Transformation von Agrobacterium 

Die Agrobacterium-vermittelte Pflanzentransformation kann 2 B , mter \/ a „ * * 
GV3101- (PMP90-) (Koncz und Scheii (1986) ST^^^^S^ d6S 

Beispie, 1, == von PUFA . spe2ifischen A . 

0 

erfindungsgemaften Acyitransferase-cDNAs in binare Vektoren kllS^lT k 
S^Tn'TT' *? Hlerbel * ranS9ene P" 3 " 2 ^ die "ereits die fur Synthese von 

Umklonierung mulite die CalDes-cDNA aus dem Vektor nr pm t pGPTV " USP - Zur 
in pBinAR bzw oBinAR 1 i<?p 1/ ^ pGEM-T ausgeschnitten und 

25 war pSUN pB,nAR - USP kto ™* werden. Ein weiterer verwendeter binarer Vektor 

Die Expression der Acyltransferase-Gene in transgenen Arabidopsis- Tabak R*nc 
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sLd^f te ^ m " V T itte,te ^"^nsformation kann unter Veavendung von 
to£££T° y B ' OteChn0l09y ' B ' «« 1993, 360 S^SBN 0- 



Be lS p te , 18: ~ r S= n r GenproduWes ,„ 
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werteT' E ' R " eta '* (1 " 2) M °'' MiCr0bi0L 6:317 " 326 beschriebene, prapariert 
Northem-Hybridisierung: 

Fur die RNA-Hybridisierung wurden 20 ug Gesamt-RNA Oder 1 ug poly(A) + -RNA 
mrttels Gelelektrophorese in Agarosegelen mit einer Starke von 1,25% unter Verwen- 
dung yon Formaldehyd, wie beschrieben in Arnasino (1986, Anal. Biochem 152 304) 
au getrenn , mittels Kapillaranziehung unter Verwendung von 10 x SSC auf posrtiv 

m^fv? T emb ?, nen (Hyb ° nd N+ ' Amercham ' Braunschweig) ubertragen, 
mittels UV-L,cht .mmob.Hs.ert und 3 Stunden bei 68'C unter Verwendung von Hybridi- 
st nl^T (10 h % h Dextransulfat Gew -^ol., 1 M NaCI, 1% SDS, 100 mg Herings 
sperrna-DNA) vorhybnd ISI ert. Die Markierung der DNA-Sonde mit dem Highprime DNA 
label,ng-K,t (Roche, Mannheim, Deutschiand) erfoigte wahrend der VorhybnSru n r 
unter Verwendung von ai P ha-32P-dCTP (Amersham, Braunschweig, Deutschiand) Die 

68 C uber Nacht durchgefuhrt Die Waschschritte wurden zweimal fur 15 min unter 
Verwendung von 2 X SSC und zweimal fur 30 min unter Verwendung von 1 X SSC 1% 
SDS, bei 68-c durchgefuhrt Die Exposition der verschlossenen Filter wurde bei -70°C 
fur einen Zeitraum von 4 Stunden bis zu 3 Tagen durchgefuhrt. 

Zur Untersuchung des Vorliegens Oder der relativen Menge an von dieser mRNA 
translatiertem Protein konnen Standardtechniken, wie ein Western-Blot, eingesetzt 
warden (snha beispielsweise Ausubel et al. (1988) Current Protocols in Molecular 

n^wJ? * 2T Y r?V; ? ei di6Sem Verfahren Werden die zellu,aren Gesamtprotei- 
ne extrah.ert, mittels Gelelektrophorese aufgetrennt, auf eine Matrix, wie Nitrozellulose 
ubertragen und mit einer 

Sonde, wie einem Antikorper, der spezifisch an das gewunschte Protein bindet 
.nkubiert Diese Sonde ist gewohnlich mit einer chemilumineszenten oder kolorimetri- 
schen Markierung versehen, die sich leicht nachweisen ISBt Das Vorliegen und die 
Menge der beobachteten Markierung zeigt das Vorliegen und die Menge des oe- 
wunschten, in der Zelle vorliegenden mutierten Proteins an. 

30 Beispiel 19: Analyse der Auswirkung der rekombinanten Proteine auf die Produktion 
des gewiinschten Produktes 

^^Pr^S der . 9enetischen Moditlkation in Pflanzen, Pilzen, Algen, Ciliaten oder 

T ? e,ne ; 4 gewQnschten Verbindung (wie einer Fettsaure) kann bestimmt 
werden indem die modrfizierten Mikroorganismen oder die modifizierte Pflanze unter 



20 



25 



35 



_ , _ , , -—j,-. uu CI uic iiiuuiii^ieae rrianze unter 

geergneten Bedingungen (wie den vorstehend beschriebenen) geziichtet werden und 
das Medium und/oder die zellularen Komponenten auf die erhohte Produktion des 
gewunschten Produktes (d.h. von Lipiden oder einer Fettsaure) untersucht wird Diese 
Analysetechniken sind dem Fachmann bekannt und umfassen Spektroskopie ' 
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Flussigkeitschromatog^hie wie Hochleistungs- 

Chemistry, Bd. A2, a «M» und S £35 3 VCH wITh"' En ^ C, ° ped »' a of '"durtrial 
5 (1987) "Applications of HPLC in BtochwSJ^ "J£^r (1< ?* Fa "° n * et al " 
try and Molecular Biology Bd 17 RenTS^ 1^ Te <*™Wes in Biochemis- 
ogy, bo. 17, Rehm et al. (1993) B.otechnology, Bd. 3, Kapitel III: 

"Product recovery and purification" S 469-714 vrw-w/ • u • ~ 
(1988) Bioseparations: downstream pr^^tenlT^'' ^ PA ' 6tal - 
Sons; Kennedy, J.F., und Cabral J M ?755 p B,otecnnolo 9y. John Wiley and 
) Materials, Jo*l I Wiley and ^sS^^ja Tu* for blo, °9 ica ' 

Separations, in: U.lmann's Encvclooed^nnw ' ^ ^ J ' D - (1988 > Biochemical 
1-27, VCH: Weinheim; und Dec^ J SEKST^' * M: ^ 
in biotechnology, Noyes Publications) Separatlon a ™« purification techniques 

Browse eta..(1986)Ana^ 

qualitative und quantitative Lioid- odT^a. , ' beschr,eben extrahiert. Die 
William W, Advances In^iTSeS^rS 18 ^ " beschrieben Christie, 
Library; 2); Christie, W^^^S^If^^ 1 °* P * 88 ( ° Hv Press Lib ' d 
Ayr, Scottend: Oily Press S R ep ?^S?!ffi ™^ A PraCWCa ' Guide " 
"Progress in Lipid Research. o£* plfgaTnon K£" S^!^ 1 * 
Progress in the Chemistry of Fats and Other Lipids I CODEN ^ 

a ^r^ - - auch maglich, 

gewunschten Verbindung ^mS^Z n ^ a " a,ys,eren ' die 2ur Produktion der 
die Gesamteffizienz ^S^^^T Neben P^ukte, urn 

ren umfassen Messungen de mhrZZ^l Dle ^lyseverfah- 

serstoffe, Stickstoffqudlen Phosph^Tand " "7 T ^ 2U( * er ' Kob 'enwas- 
sammensetzung und des Wachstuml tf? ^ Messunaen *>r Biomassezu- 
Biosynthesewegen und M^aeTL r J^ J Pr ° dUktl ° n ° b,icher Metabo ^ von 
werden. Standardverfahren fQr Z y * ^ Wahrend der ^rmentation erzeugt 

A Practical Appma? T^S^^S^ h H * ptod MiCroWal P ^oJ; 

163 und 165-192 (ISBN- 019^63577^ ' RL Pr<3SS ' 10 S " 131 ' 

beschrieben. 01 "836773) und dann angegebenen Literaturstellen 

ten SSS Ga^S FAME, Fettsauremethy.es- 

cerin; TLC, DGnnschic^ TAG, Triacylgly- 

GC, GC-MS Oder TLC, wie ve^c^ erha,ten werden: 
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Oily Press, Dundee, 119-169; 1998, Gaschromatographie-Massenspektrometrie- 
Verfahren, Lipide 33:343-353). 

Das zu analysierende Material kann durch Ultraschallbehandlung, Mahlen in der 
Glasmuhle, fliissigen Stickstoff und Mahlen Oder uber andere anwendbare Verfahren 
aufgebrochen werden. Das Material muss nach dem Aufbrechen zentrifugiert werden. 
Das Sediment wird in Aqua dest. resuspendiert, 10 min bei I00°C erhitzt, auf Eis 
abgekuhlt und emeut zentrifugiert, gefolgt von 

Extraktion in 0,5 M Schwefelsaure in Methanol mit 2% Dimethoxypropan fur 1 Std. bei 
90°C, was zu hydrolysierten Ol- und Lipidverbindungen fuhrt, die transmethylierte 
Lipide ergeben. Diese Fettsauremethylester werden in Petrolether extrahiert und 
schlieftlich einer GC-Analyse unter Verwendung einer Kapillarsaule (Chrompack, 
WCOT Fused Silica, CP-Wax-52 CB, 25 mikrom, 0,32 mm) bei einem Temperaturgra- 
dienten zwischen 170°C und 240°C fur 20 min und 5 min bei 240°C unterworfen. Die 
Identitat der erhaltenen Fettsauremethylester muss unter Verwendung von Standards, 
die aus kommerziellen Quellen erhaltlich sind (d.h. Sigma), definiert werden. 

Bei Fettsauren, fur die keine Standards verfugbar sind, muss die Identitat uber 
Derivatisierung und anschlieftende GC-MS-Analyse gezeigt werden. Beispielsweise 
muss die Lokalisierung von Fettsauren mit Dreifachbindung uber GC-MS nach 
Derivatisierung mit 4,4-Dimethoxyoxazolin-Derivaten (Christie, 1998, siehe oben) 
gezeigt werden. 

Aquivalente 

Der Fachmann erkennt Oder kann viele Aquivalente der hier beschriebenen erfin- 
dungsgemaBen spezifischen Ausfuhrungsformen feststellen, indem er lediglich 
Routineexperimente verwendet. Diese Aquivalente sollen von den Patentanspruchen 
umfasst sein. 
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Neue pflanzliche Acyltransferasen spezifisch fur langkettige mehrfach 
ungesattigte Fettsauren 

Zusammenfassung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von langkettigen 
5 mehrfach ungesattigten Fettsauren in einem Organismus, indem Nukleinsauren in 
den Organismus eingebracht werden, die fur Polypeptide mit Acyltransferaseaktivitat 
codieren. Vorteilhaft konnen diese Nukleinsauresequenzen gegebenenfalls zusammen 
mit weiteren Nukleinsauresequenzen, die fur Polypeptide der Biosynthese des 
Fettsaure- Oder Lipidstoffwechels codieren, in dem Organismus exprimiert werden. 
10 Werterhin betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Herstellung von Olen und/oder 

Triacylglyceriden mit einem erhohten Gehalt an langkettigen mehrfach ungesattigten 
Fettsauren. 

Die Erfindung betrifft weiterhin die Nukleinsauresequenzen, Nukleinsaurekonstrukte, 
Vektoren und Organismen enthaltend die erfindungsgema&en Nukleinsaure- 
15 sequenzen, Vektoren enthaltend die Nukleinsauresequenzen und/oder die Nuklein- 
saurekonstrukte sowie transgene Organismen enthalten die vorgenannten Nuklein- 
sauresequenzen, Nukleinsaurekonstrukte und/oder Vektoren. 

Ein weiterer Teil der Erfindung betrifft Ole, Lipide und/oder Fettsauren hergestellt nach 
dem erfindungsgemaften Verfahren und deren Verwendung. 
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Figur 1: Vektorkarte von pSUN3CeLPLAT 




NotI(3223) 
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Rgur 2: Aminosaure-Sequenzvergleich von C. elegans LPLATs (Ce-T06E8.1 und 
Ce-F59F4.4) mit der M. musculus LPAAT (Mm-NP061350). 



Mm-NP061350 MELWPGAW3CA LIiLLLi&L&S 
Ce-T06E8 .1 ... MENPWg'l WFFIifcS Xj&jF 
Ce-F59F4.4 Mpjp lAILF^AVI, 




CSSSAK 
ISTVCH 
QLPVIG 



.-v _ 50 
^F^MAfYNG WSDSfLAIIAI 

C&JIGGFLGG 



Mm-NP061350 

Ce-T06E8.1 

Ce-F59F4.4 



Mm-NP061350 

Ce-T06E8.1 

Ce-F59F4.4 



Mm-NP061350 
Ce-T06E8.1 
Ce-F59F4 .4 



Mm-NP061350 
Ce-T06E8.1 
Ce-F59F4. 4 



Mm-NP06l350 
Ce-T06E8.1 M< 
Ce-F59F4.4 H( 



51 

PVCAVRGRNV ENMKlEfRLLIi LHAKYL1 
VTMIPSWLNG KGADYVFHSF FYWCKW3 
IiASIPFGKSP NNHFRMFKIF QAMTWP1V 





vevrgahhfp pt< 
ttwgyektq ve< 
fe&rnseilh d: 

3-50 

OifLAG 'li-FJDgKRTG 
[GAYFSN Tl&ZiMmKE 
'CD £vS2nT 




151 

&SV|lSEVA QTik,TQDVRp 
S ks>VD YCA semknrnlk£^ : 

^iCI^DTTL HEXVTKKR|C0f 





KKEiiR FTS 
KPG&Y F 
HAEKR LTS 




iPPVSSpEGL TPlgDVP. 

1DVS 

id: 



250 



^PEKGL 





285 

[SjLTIF REiSTDGLGG GDCLKKPGGA GEARL 
HDVOtLAAY KEVTLEAQQR NATRRGETKD GKKSE 
gKIgiQAHR EKLDAEAANL NI 
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Figur 3: Fettsaureprofile von transgenen C1 3ABYS86 S. cerevisiae-Zellen 
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Figur4: Elongation exogen applizierter 18:2* 9 - 12 bzw. 1&3* 1 *« im Anschluss 
ihre endogene A-6-Desaturierung (Daten aus Fig. 2 und 3). 
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Figur 5: Fettsaureprofile von transgenen C1 3ABYS86 S. cerevisiae-Zellen 
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Figur 6: Acyl-CoA-Zusammensetzung transgener INVSd Hefen, die mit den Vek- 
toren pESCLeu PpD6Pse1/pYes2 (A) Oder pESCLeu-PpD6-Pse1/pYes2- 
T06E8. 1 (B) transformiert worden waren. 
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Fettsaure-Profile von transgenen INVSd S. cerev/s/ae-Zellen 
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Figur 8: 



Fettsaure-Profile von transgenen INVSd S. cerevisiae-Zellen. 
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Figur 9A: Vektorkarte von pGPTV LeB4-700 + T06E8.1 
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Figur 9B: ^°*arte von pGPTV USP/OCS-1 ,2,3 PSE1(Pp) + D6-Des(R)+2AT 
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Figur 10A: Biosynthese-Weg von LCPUFAs 
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Figur 10B: Biosynthese-Weg von LCPUFAs 
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Vergleich von GPAT und LPAAT Substratspezifitaten in Lein 
Sonnenblume und Mortierella alpina 
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Figur 13: Vergleich von SEQ ID NO: 2 mit Swiss-Prot Datenbank 



Q9JZ47 

Q9JU41 

Q59601 

Q9HW50 

SEQ ID NO: 

035259 
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MSSNKASFFTRL 

MSSNKASFFTRL 

MSSNKASFFTRL 

• MARLRLLLRSARL 

' MSAWTRAKTAVGL 

METIMDDEVTKRTSAEELESWNLLSRTNYNFQYISLRLTILWGLGVLIRY 
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Q9JZ47 

Q9JU41 

Q59601 

Q9HW50 

SEQ ID NO: 2 

035259 



Q9JZ47 

Q9JU41 

Q59601 

Q9HW50 

SEQ ID NO: 

035259 



Q9JZ47 

Q9JU41 

Q59601 

Q9HW50 

SEQ ID NO: 2 

035259 
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RRLCRLAVWLFKTGKNLRGIDGG . CPESRNRAVIELGRGVLAALD 

RRLCRLTVWLFKTGKNLRGIDGG . CPESRNRAVIELGRGVLAALD 

RHLCRLTVPJLFKTGKNLRGIDGG . CPKSRNRAVXALGKGALAALD ^ 
LGLVALGLGLAAWVSLRERLPGADVTPLRQRLTRWWIARLCAALP . ,\ 
LTLAPARIVFLVTTOGTYGLTVAACTRLGVPKS FVLGLTRCVARLTLWGL 
CFIiPLRIAIAFTGIGLLWGTTMVGYLPNGRFKEFLSKH^ 

101 

150 

. .IGLEVGRPAPEHPNG. • VLVAANHVSWLDIFAMS .AVYPSSFIAKQEI 
IGLEVGRPAPEHPNG . .VLVAANHVSWLDIFAMS .AVYPSSFIAKQEI 
. .IGLEVGRPAPEHPNG. .VLVAANHVSWLDIFAMS .AVYPSSFIAKQEI 
' -FEVRVSGEAPRQP. . . . MLWVANHVSWTDIPLLG . ALAPLTFLSKAEV 
GFYHIEVSCDAQGLREWP.RVIVANHVSYLEILYFMSTVHCPSFVMKKTC 




151 

KSWPVLGKMGQNAGTVFINRNSRR . 
KSWPVLGKMGQNAGTVFINRNSRR . 
KSWPVLGKMGQNAGTVFINRNSRR . 
RAWPLAGWLAEKAGTLFIRRGSG. . 



200 

. DIEPINRAVCETLQRGQ 
* DIEPINRAVCETLQRGQ 
. DIEPINRAVCETLQRGQ 
- DSRLINQRLAEQLHRGR 



LMGVIQRAMVKACPHVWFERSEVK 



. DRHLVAKRLTEHVQDKS 



201 



Q9JZ47 

Q9JU41 

Q59601 

Q9HW50 

SEQ ID NO: 

035259 



250 



NVSFFPEARTSSGLGI^PFKAALFQSAIDAGAKVLAVALRYYDETGKR 
NVSFFPEARTSSGLGLLPFKAALFQSAIDAGAKVLAVALRYYDETGKR 
NLLIFPEGTTTNGESLRTFHGRLMASALEAGVAVQPVAISYRRDGVPD 
PLLVFPEGTTTNGSCLLQFKTGAFR. . . PG. APVLPWLEFPIDKARG 

ATVYPVAIKY . . DPQFG 
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251 

Q9JZ47 TARPS YADVGLPTCLWRIVSMKKLTIRVDFVCVMAAE . ... 

Q9JU41 TARPSYADVGLPTCLWRXVSMKKLTIKVDFVCVADAAE . 

Q59601 TARPSYiUDVGLPTCL^IVSMKKLTIKVDFVCVMAAE 
Q9HW50 ~ * ...... 



SEQ ID NO. 2 DFSPAYESVHTPAHLI^ 
035259 DAPWNSSKYGMVTYLLRMMTSWAIVCSVWYLPPMTRE. ....... 



Q9JZ47 
Q9JU41 
Q59601 
Q9HW50 

SEQ ID NO: 2 
035259 



301 

349 

. . .SEDRYALKDKIEESIRAWADDADIAV 

. - .SEDRYALKDKIEESIRAWADDADIAV 

• • - SEDRYALKDKIEESIRAWADDADIAV 

. • . GLDRAELARQAQQAVRLALFGTAAPTQTRRAA 



. KDEDAVQFANRVKSAIARQEDW . 
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Figur 14: Vergleich von SEQ ID NO: 5 mrt Swiss-Prot Datenbank 



1 

Q9C9P8 MKvrrinr.ire^TT 50 

Q9SFJ1 MEVCGDIiKSDNLKNRPZJTPLRl 

MEKKSVPNSDKLSLIRVLRGI1 



MEVCGDLKSDNLIOJI^LTPLRILRGLMIIiLVFLS TAFMFLL YFAPIAALG 
Q9LHN4 ^ILRGLMILLVFLSTAFMFLLYFAPIAALG 



SEQ ID NO: 5 ^ I CLMVL VS TAFMMLI FWGFLS A W 

Q9SDN3 

Q9XFW4 



.MAMAAAVIVPIK3ILFFISGLVVNLLOAVCYVLV 



51 

Q9C9P8 LRTTCVOnentrrnr,, 100 



^^^^^'■^rL^ K ^^ II i[::z : 

NO: S , "~™- ! -™«~«-«-«-»™»».. . .« 
Q9SDN3 MDWKVIFAGDKVP ... KEN 

101 



Q9SDN3 5 ^r"^^^^^ 6 ^^^^^ 

■PVIGWSMWF 
PVIGWSMWF 

151 

Q9C9P8 LEVTBTOD^mm,,,, 200 



Q9XFW4 HALWCNHRSD— ^SSKFLPVIGWSMWF 



Q9SFJ1 

Q9LHN4 PEPTOOTDBtTm ^^y^^WIxALFPEGTDFTEEKCKRS 



Q9XFW4 

3FPRPFWLALFVEGTRFTEAKLKAA 
201 

Q9SFJ1 J*™"^^ 

Q9SDN3 5 ^^^-^-OSHCSX,^™; 

Q9SDN3 QEyAaATGLPVPRNVLIPRTKGPVTAVSriMPa j? n n» rimm 

Q9XPW4 „„„„_ 

*" PAX1TOMTVAIPKTSPP 
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251 



Q9C9P8 

Q9SFJ1 

Q9LHN4 

SEQ ID NO: 

Q9SDN3 

Q9XFW4 



300 



S FMDNVFGTDPSKVHIHVRRVLIjKEIPANEAESSAWLMDSFKLKDKXiIjSD 
S FMDNVFGTDPS E VHIHVRRVLLKEI PANEAES S AWLMD S FKLKDKLIj SD 
SFIiDNVYGIEPSEVHIHIRRINLTQIPNQEKDII^WLMNTFQLKDQLIjND 
LFINNVFGTDPSEVHIHIRRIPISEIPQSEDGMTQWLYDLFYQKDQMIiAS 

ptmlrlfegrpsvvhvhikrh^^ 

PTMLRLFKGQPSVVHVHIKCHSMKDIjPEPEDEIAQWCIUSQFVAKDALIJ^K 



301 



350 



Q9C9P8* 

Q9SFJ1 

Q9LHN4 

SEQ ID NO: 5 

Q9SDN3 

Q9XFW4 



FNAQGKFPNQRPEEELSVLKCIATFAGKQQQVTKPSCQKVFLLLNQSSDE 

fnaqgkfpnqrpeeelsvlkciatfagkqqqvtk^scqkvfli^qss 
fysnghfpnegtekefntkkylincitaviaftti cthltffssmi wfri y 

FSKTGSFPDSGIE . ES PLNIVEGVCNVALHVVLSGWFWCLFHSVWLKIjY 
HTVEQTFGDQQLKVTGRPLKSIiLVVTAWACLLILGALKFLYWSSLLiSSWK 
HIAADTFPGQKEQNIGRPIKSLAVWSWACLLT^ 



351 400 

Q9C9P8 KESKKAVAQHPFTDTLDHLFQVEHS ISCFLYMHIYNLSTCHLISLYE 

Q9SFJ1 KES KKAVAQHPFTDTLDHLFQVEHS I S CFLYMHI YNLS TCHLI SL YE 

Q9LHN4 VSIACVYLTSATHFNLRSVPLVETAKNSLKLVNK 

SEQ ID NO: 5 VAFASIiLLAFSTYFDWRPKPVYS SLRTKRKIV 

Q9SDN3 GIAFSALGLGVVTVLMQILIRFSQSERSTPAPVAPTNNKNKGESSGKPEK 

Q9XFW4 GIAIiSAFGLGIITIiCMQILIRSSQSERSTPAKVAPAKPKDNHQSGPSSQT 

401 

5 

QQ 

EVEEKQK 



Q9C9P8 
Q9SFJ1 
Q9LHN4 
SEQ ID NO 
Q9SDN3 
Q9XFW4 
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Figur 15: Vergleich von SEQ ID NO: 35 mil Swiss-Prot Datenbank 



P04180 50 

Q08758 MGP 

Q9M204 MGP 

Q9DDJ6 MGL 

Q9Y2B3 MGR 

SEQ ID NO: 35 MCS IS CGSTPQQLCHYRKSGELITI^SRA 
51 

P04180 PGSPWQWVTLIiLGLLLPP Xl ° 

nop7t:p xujumuuam AAPFWLLNVLPPPHTTPK 

Q08758 PGSPWQWVPLLLGLIiLPP **„«r~,. 

0 o M7fU AAPPWLLNVLFPPHTTPK 

Q9MZ04 PGSPWQWVLLLLELLLPT n * „ _ 

ognnT* _ AAPFWLLNVLFPPHTTPK 

Q9DDJ 6 TGAGPALLTLLLLLPOP * a „ w w 

0 qvoi» U ASQFWLFNVLPPPTSTPE 

Q«2B3 HLRPYRVGLLPDGLLFLiL . . IiLLMLIiADPALP 



SEQ ID NO: 35 



SSSQPPIWIiTLTLPLPTTCGAVHTAAQDRSPATLSQRSRASUi 



'SVGRAQ 



101 

P04180 AELSNHTRPVILVPGCLGNQLEAKLDKPDVVN . WMCYRKTEDFFTIWLDL 

Zll 5 * AELSNHTRPVILVPGCI1GNQI1EAKLDKPDWN . WMCYRKTEDFFTINLDL 

Q9MZ04 AELSNHTRPVILVPGCLGNQLEAKLDKPDWN . WMCYRKTEDFFTIWLDL 



— — - • « ♦ wiv- i jxtw j. iMJjP i? XX WXiDL 

APPTNSTPPWLVPGCLGNQLEAKLDKPDWN . WMCYRKTEDYFTIWLNL 
Q9«B3 . . . AGRHPPWLVPGDLGNQLEAKLDKPTWH . YLCSKKTES YFTIWLNL 




Q9DDJ6 
Q9Y2B3 

SEQ ID NO: 35 

151 

P04180 m^plgvdcwidntrvvynrssgl\ 

Q08758 NMPIiPIiGVDCWIDNTRWYNRSSGLVJ 
Q9M204 

Q9DDJ6 NTFLPVGVDCWIDNTRVVYNRTSIUCMSNAPGVHIRVPGFGK^ 

Q9Y2B3 EIiLLPVIIDCWIDNIRLVYNKTSRATQFPDGVDVRVPGFGKTFSIiEFIiDP 

SEQ ID NO: 35 KTLFPPFTTCFADRLSIjDYNPQSDAYSNTKGVKTRVPFFGTT] 



iVSNAPGVQIRVPGFGKTYSVEYLDS 
SNAPGVQIRVPGFGKTYSVEYLDS 



'EGMEYLDP 

201 

IiAGVT.WTT .vnMr.inTKTnvimK*... 

iPGQQE EYY 

. IAGYLHTI,VQNLVNNGYVRDETVRAAPYDWRI,E 

Q9MZ04 SK. , 

IAGYLHTLVQNLVNNGYVRDQTVRAAPYDWRVGPQEQP . .EYF 

PYF 



f r 250 
P04180 SK. -LAGYLHTLVQNLVNNGYVRDETTOAAPYDWELEI 

008758 SK - - ^GYLHTLVQNLVKNGYVRDETVRAAPYDWRLEPGQQE . . . . . EYY 
- LAGYMHTLVQNLVNNGYVRDETVRAAPYDWRLGPKQQE EYY 



Q9Y2B3 

SEQ ID NO: 35 
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300 

P04180 RKLAGLVEEMHAAYG . KPVFLIGHSLGO^YFI^RQPQAWKDRFIDGF 

Q08758 HKLAGLVE EMHAA YG . KPVFLIGHSLGCLHLLYFLLRQPQAWKDRFIDGF 

Q9MZ04 RDLARLVEEMHATYG . KPVFLIGHSLGCLHLLHFIiLHQPQSWKDRFIDGF 

Q9DDJ6 QNLKALIEEMHDEYQ . QRVFLIAHSMGNLNVLYFLLQQRQAWKDQYIGGF 

Q9Y2B3 LALREMI EEMYQL YG . GPWLVAHSMGNMYTLYFLQRQPQAWKDKYIRAF 

SEQ ID NO: 35 KDIiKDLIETAYSVliaiJEPVVlIiaHSMGGIjWTLFFIiNQQSMEWRNKYVSRF 
301 

350 

P04180 ISLGAPWGGSIKPMLVLASGDNQGIPIMSSIICLKEEQRITTTSPWMFPSR 
Q08758 ISIfial>w «3SIKP M I,VLASGDlIQGIPIMSSIKLKEEQRITTTSPWMFPSR 
Q9MZ04 ISLGAPWGGSIKPMQVLASGDNQGIPIMSSIKLKEEQRITTTSPWMFPSS 
Q9DDJ6 ISLGAPWGGSVKPLRVLASGDNQGIPLMSNIKLREEQRMTTTSPWMFPTS 
Q9Y2B3 VSLGAPWGGVAKTLRVLASGDNNRIPVIGPLKIREQQRSAVSTSWLLPYN 
SEQ ID NO: 35 VSVATPWGGAVEQMMTFASGNPEGVPFVNSLWREEQRRSESNLWLLPVR 
351 

400 

P04180 MAWPEDHVFISTPSFNYTGRDFQRFFADLHFEEGWYMWLQ . SRDLLAGLP 

Q08758 LAWPEDHVFISTPSFNYTGRDFQRFFADLHFEEGWYMWLQ . SRDLLAGLP 

Q9MZ04 EVWPEDHVFISTPSFNYTIRDYQRFFVDVHFEEGWYMWLQ . SRDLLAGLP 

Q9DDJ6 LAWPEDHIFISTPSYNYTYRDYKQFFTDVNLEDGWYMWED . MKDLLKGLP 

Q9Y2B3 YTWSPEKVFVQTPTINYTLRDYRKFFQDIGFEDGWLMRQD . TEGLVEATM 

SEQ ID NO: 35 RCFR . DRPLVITSSRNYTAGDMEQFLCDIGFPEGVAPYKSRIPHLTDILQ 
401 

450 

P04180 APGVEVYCLYGVGLPTPRTYIYDHGFPYTDPVGVLYEDGDDTVATRST . E 

Q08758 APGVEVYCLYGVGLPTPRTYIYDHGFPYTDPVDVLYEDGDDTVATRST . E 

Q9M204 APGVEVYCLYGVGLPTPSTYIYDHDFPYTDPLDVLYEDGDNTVATRSM . E 

Q9DDJ6 PPGVDTYCLYGTGYPTVETYIYDEHFPYEDPVDMIYGDGDDTVNRRSS .' E 

Q9Y2B3 PPGVQLHCLYGTGVPTPDSFYYES . FPDRDPK . ICFGDGDGTVNLKSA.L 

SEQ ID NO: 35 PPQVPVTLIHGYGVPTAETLSYEK . KGFDNHPEITEGDGDGTVNVCSLTA 
451 

500 

P04180 LCGLWQGRQPQPVHLLPIjHGIQHLNMVFSNLTLEHINAILLGAYRQGPPA 
Q08758 LCGLWQGRQPQPVHLLPLRG1QHLNMVFSNQTLEHINAILLGAYRQGPPA 
Q9MZ04 LCSQWQGRQPQPVHLLPLHRIQHLNMVFSNQTLEHI1IDILLGAYRHGNPV 
Q9DDJ6 L CKRWRNQQKQKVHI QELRGIDHLNMVFSNLTLS S 1NE ILLGS S QVGAGT 

Q9Y2B3 QCQAWQSRQEHQVLLQELPGSEHIEMLANATTLAYLKRVLLGP 

SEQ ID NO: 35 WEEWERVAGQELEMIALHGKQHMQILHDDHSVQVIVDAILNVTPQEQLM 
501 524 

P04180 SPTASPEPPPPE 

QO 8 7 5 8 SLTASPEPPPPE 

Q9M204 PPAASPRPLTPE 

Q9DDJ6 KEHGELGQMGALKSSLEAGRRGKN 

Q9Y2B3 

SEQ ID NO: 35 FH . 
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Figur 16: Vergleich von SEQ ID NO: 23 mit Swiss-Prot Datenbank 

1 

50 

P10349 

Q9FEP9 ^^SSSSSTLPSAPPPSSTTSIPLSFSRVSLPPSSSSLK. 

Q39639 ^^SAVSSSSSSSSSVPSSLPPPSLSPSISLSFSRVSLPPSSSSSSSSL 

Q9FEQ ° MFILSSSSSLPSPLSLSSSRVSLPPPSSSSLN. . 

Q9m V1 M^VPSALPRVSRSVSAARFSVSGVGSSPALSSRS 
SEQ ID NO* 23 

^ 23 MPSLFRAKRNGRRTPGNAVTN. 

51 

100 

P10349 . . M _ 

4 MAELIQDKESAQSAATAAAAS 

Q9FEP9 . . LLPLSLQFGPPKIAS . SCSZ.RFSASRAMAELIQDKESAQSAATAAAAS 

Q39639 KLFLPLSLHFTPPKLSS PHS FI*RFSASRAMAELIQDKESAHTPSTTDVTR 

Q9FEQ0 . . LLPLSPHFQPPNLAC . . . SCSVASRSTAELLHDFKHSAHTAASADEAR 

Q9M4V1 



SEQ ID NO: 23 FGKSEFH I 



.R. .EIS. . .GSTRATTQVAEATTAGLRE 
101 

150 

P10349 



Q9FEP9 

039639 N DPPHSRAFLDIiRSEEELLS CIRRETEAGKLPSNVAAGMEELYQ 

Q9FEQ ° N HLPHSRAFLDVRSEQELLSYIRREAEAGKLPSNVAAGMEELYQ 

Q9M4V1 

SEQ ID NO: 23 



151 

200 

P10349 



Q9FEP9 NYRNAVIESGNPKADEIVLSNMTVALDRILLDV 

Q39639 NYKNAWESGNPKADEIVLSimTVALDRILI^VEDP^ 

Q9FEQ0 NYKNAVLKSGNPKADE IVLSNMTVALDRII^DVEEPFVFS PHHKAVREPF 
Q9M4V1 



SEQ ID NO: 23 

201 

250 

P10349 
Q9FEP9 
Q39639 



DYYTFGQNYVRPLIDFENS FVGNLSIiFKDI EEKLHQGHNWLISNHQTEA 

ISNHQTEA 



Q9FEQ0 DYYTFGQNYVRPLIDFGNSFVGNPFLFKDIEEKLHQGHNWL 
Q9M4V1 

SEQ ID NO: 23 
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P10349 
Q9FEP9 
Q39639 
Q9FEQ0 
Q9M4V1 



300 



DPAI ISIiLLEKTNPYIAENTIFVAGDRVLADPLCKPFS IGRNLICVYSKK 
DPAIISLLIiEKTNPYIAENTI FVAGDRVLADPIiCKPFS IGRNLICVYS KK 
DPAIISLLIiEKTNPYIAENMIYVAGDRVXADPLCKPFSIGRNIjICVYSKK 
DPAIISLLLEKTSPYIAENMIYVAGDRVIVDPLCKPFSIGRNIjICVYSKK 
DPAIIALLLERTNSHIAETMVFVAGDRVLTDPLCKPFSMGRNLL 
SEQ ID NO: 23 DPAVMALLLEHSHPYIAENLTYVAGDRVVUDPFCKPFSM 



301 



P10349 
Q9FEP9 
Q39639 
Q9FEQ0 
Q9M4V1 

ID NO: 23 



350 



HMFDIPELTETKRKANTRSLKEMALLLRGGSQLIWIAPSGGRDRPDPSTG 
HMFDIPELTETKRKANTRSLKEMALLLRGGSQLIWIAPSGGRDRPDPSTG 
HMLDIPEIiAETKRKANTRSLKEMALLLRGGSQLIWIAPSGGRDRPDPSTG 
HMFDIPELAETKRKANTRSLKEMALLLRGGSQLIWIAPSGGRDRIJDPSSG 
HMDDVPELIEMKRRANTRSLKEMALLLRGGSQI I WIAPSGGRDRPDPSTG 
HIHD VPDIiAEMKI KANAKTI1RQMTII1I1RQGGQYYG 



P10349 
Q9FEP9 
Q39639 
Q9FEQ0 
Q9M4V1 
SEQ ID NO: 



23 



351 



400 



EWYPAPFDASSVDNMRRLIQHSDVPGHLFPLALLCHDIMPPPSQVEIEIG 
EWYPAPFDASSVDNMRRLIQHSDVPGHLFPLALLCnJDIMPPPSQVEIEIG 
EWYPAPFDASSVDNMRRI1LQHSGAPGHLYPI1ALLCYDIMPPPSQVEIEIG 
EWLPAPFDASSM)NMRRLIQHSGVPGHLCPIALLCYDIMPPPSKVEIEIG 



!IG 



401 



P10349 
Q9FEP9 
Q39639 
Q9FEQ0 
Q9M4V1 

SEQ ID NO: 23 



450 



EKRVIAFNGAGLS VAPEIS FEEIAATHKNPEEVREAYSKALFDSVAMQYN 
EKRVIAFNGAGLSVAPEI S FEEIAATHKNPEEVREAYSKALFDSVAMQYN 
EKR VI S FNGTGLS VGPE I S FDE IAASRDNPDEVREAYS KAL YD S VAKQYN 



ERRTISFHGVGLSVAPELNFNELTAGCETPEEAKEAFSQALYNSVGEQYN 



P10349 
Q9FEP9 
Q39639 
Q9FEQ0 
Q9M4V1 

SEQ ID NO: 23 



451 476 
VIiKTAISGKQGLGASTADVSLSQPW . 
VLKTAISGKQGLGASTADVSLSQPW . 
VLKAAIDGKQELEASVADVSLSQPWI 
VLKAAIYGRQALRASTADVSLSQPWI 
VLKSAI HEHRGLNASNS 1 1 SLSQPWQ 
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Figur 17: Vergleich von SEQ ID NO: 27 mit Swiss-Prot Datenbank 

1 50 

SEQ ID NO: 27 MEGGGSIIALPLGLMFIiFSGFFINILQLLSVLFILPFSRI^YRVVl^I^ 

Q9XFW4 . MAMAAAVI VPLGILFFI SGL VVNLLQAVCYVLTOPMSXNT YRKINRVVA 

Q4 0 1 1 9 MAIPAAAFIVPISLIiFFMSGIiVVNFIQAVFYVLTOPISKDTYRRIl^LVA 

Q9SDN3 

Q4 1 7 4 5 MAI PLVLVVLPLGLLFLLSGLIVNAIQAVLFVTIRPFSKSFYRRINRFLA 

Q9SYC8 MKIPAALVFIPVGVLFLISGLIVNIIQIiVFFIIVRPFSRSLYRRINKNVA 

51 100 

SEQ ID NO: 27 EVLWSELIWIJuDWWAlWKVKV^ 

Q9XFW4 ETLWLELVWI VDWWAGVKIQVFADDETFNRMGKEHALVVCNHRSD IDWLV 

Q40119 ELLWLELVWVTDWWAGVKVQLYTDTESFRLMGKEHALLICNHRSDIDWIiI 

Q9SDN3 MGKEHALVTSNHRSDIDWLV 

Q4 174 5 ELI*WLQDVWVVDWWAG^7KVQLH^EETyRSMGKEHALI ISNHRSDIDWIjI 

Q9SYC8 ELLWLQLIWLFDWWACIKINLYVDAETLELIGKEHALVLSNHRSDIDWLI 

101 150 

SEQ ID NO: 27 GWI IAQRLGCLGGTRAVMKKSTKFLPVIGWSMWFSEYVFLSRDWAKDEKV 

Q9XFW4 GWIIiAQRSGOJGSAIAVl^SSKFLPVIGWSMWFSEYLFLERNW 

Q40119 GWVIAQRCGCTiSSSIAVMKKSSKFLPVIGWSiyn^ 

Q9SDN3 GWVIAQRSGCLGSSIAVMKKSSKFL 

Q41745 GWILAQRSGCLGSTIlAVMKKSSKFLPVIGWS^5WFAEYLFIJERSWAKDE^ 

Q9SYC8 GWVMAQRVGCLGSSLAIMKKEAKYLPIIGWSMWFSDYIFLERSWAKDENT 



SEQ ID NO: 27 LKNGYSSLKGFPRTLWVALFVEGTRFTKAKLEAAQKFAADTGLRVPRHVL 

Q9XFW4 LQSGLQRIJSnDFPRPFWIiALFVEGTRFTEAKLKAAQEYAAS 

Q4 0 1 1 9 LKSGLQRLNDFPKPFWIiALFVEGTRFTKAKIjIiAAQEYAASAGIiPV^ 

Q9SDN3 LKSGVQRLKDFPQPFWLALFVEGTRFTQAKLIiAAQEYAAATGLPVPRNVL 

Q4 174 5 LKWGLQRLKI>FPRPFWIALFVEGT^ 

Q9SYC8 LKAGFKRLEDFPMTFWLALFVEGTRFTQEKLEAAQEYASIRSI.PSPRNVL 



SEQ ID NO: 27 VPRTKGFVSAVENLREFVPVVYDMTVAISKEM^ 

Q9XFW4 I PRTKGFVSAVSNMRS FVPAI YDMTVAIPKTS PPPTMDRLFKGQPS WHV 

Q4 0119 I PRTKGFVSAVSNMRS FVPAIYDLTVAI PKTTEQPTMLRLFRGKSS WHV 

Q9SDN3 IPRTKGFVTAVSQMRSFAPAIYDVTVAI PKSS PAPTMLRLFEGRPSWHV 

Q41745 IPRTKGFVSAVS IMRDFVPAI YDTTVIVPKDS PQPTMLRILKGQS S VIHV 

Q9SYC8 IPRTKGFVSAVSEIRSFVPAIYDCTLTVHNNQPTPTLLRMFSGQSSEINL 
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300 

SEQ ID NO: 27 HVRRVPMSDLPE6ANAJSKWCHDAPHIKDDRLEQHEKENTFGEDLYIPIE 
Q9XFW4 



Q40119 

Q9SDN3 HIKRHVMRDLPETDEAYAQWCKDI FVAKDALLDKHTVEQTFGDQQLKVTG 

041745 RMKRHAMS EMPKSDEDVSKWCKI>I FVAKDAIjLDKHIiATGTFD . EEIRPIG 

Q9SYC8 QMRRHKMSELPETDDGIAQWCQDLFITKDAQLEK^FTKDVFSDLEVHQIN 

301 

350 

SEQ ID NO: 27 RPLKPLIIVISWAITLIAAAWWFLRR.. VLSTWKGIAWVAGVLVVVMLCV 

Q9XFW4 RPIKSIAVWSWACI^TLGAMK^HWSNLFSSWKGIAL 

040119 RPMKSLVVWSWMCLLC^LVK^LQWSALLSSWKG^ 

Q9SDN3 RPLKSLLVVTAWACLLILGALKFLY^ 

Q41745 RPVKSLLWIiFWSCIiliFGAIEFFKWTQIiIiSTWRGTO 

Q9SYC8 RPIKPLrWIIWLGFLWGGFKLLQWLSIVASWKIILLFWFLVXATI^ 

351 391 

SEQ ID NO: 27 QILVMSSQSERSSDPAAKKANQKQAASVT^HLGKTD 

Q9XFW4 QILIRSSQSERSTPAKVAPAKPKDNHQSGPSSQTEVEEKQK 

Q40119 HILIRSSQS EHSTPAKTRARQTAENPK 

Q9SDN3 QILIRFSQSERSTPAPVAPTNNKNKGESSGKPEKQQ 

Q41745 HVFIMFSQAERSSSARAARNRVKKE 

Q9SYC8 QILIQSSESQRSTPAKRPLQEQIilSA 
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Figur 18: Vergleich von SEQ ID NO: 8 mit Swiss-Prot Datenbank 

1 

MESTADVGMSDDDPILLNGLETPLLAEPPLGERPTIGPEAPVNPFHEPDG 



SEQ ID NO: 8 
P42322 
Q9NKW7 
Q9XFJ4 
035259 
Q9FF57 



(HHE 



51 100 
SEQ ID NO: 8 GWKTNNEWNYFQMMKS IIJjIPLIjLVRIjVSMITIVAJFGYVWIRICIiIGVTD 

P42322 

Q9NKW7 

Q9XFJ4 WAIKTLR . RFGPPPAPEKKSLNKSRVPQAALISETLLTNELLVMIKIVE 

METIMDDEVTKRTSAEELESWNLLSRTNYN . 

MI EQLGLIIIMGLIHYQSERVKPREWLKLSSSENSR 

101 

150 

ID NO: 8 PLFKPFNPCRRFMLWGIRLVARAVMFTMGYYYIPIKGKPAHRSEAPIIVS 
P42322 



035259 
Q9FF57 



Q9NKW7 
Q9XFJ4 



DVSPHPNVIHLYDVCEDPSGVHLILELCSGGELFDRIAGQARYNEEGAAA 
03 5259 • • • FQYI SLRI/T ILWGLGVLIRYCFLLPIaRIALAFTGIGLIiVVGTTMVGY 

Q9FF57 LG . NTKTNHRRSETGDVSYEQRDI^DISPTLTEAAGAIVDFHCFKTCRCF 

151 200 

SEQ ID NO: 8 NHIGFLDPIFVFYRHLPAIVSAKENVEMPIIGLFLQALQIIPVDRTDAQS 
P42322 

Q9NKW7 

Q9XFJ4 VVRQIAKGLEALHGAS I VHRDLKPENCLFIJJKDENS PL KIMDFGLS S I ED 

035259 IiPNGRFKEFLSKHVHLMCYR 

Q9FF57 TLAFGWIIFIiSLFIPVNALLK 

201 250 
SEQ ID NO: 8 RHHAAGNVRRRAVDNMWSHVMLFPQGTTTNGRAI IAFKTGAFS PGLPVQP 

P42322 

Q9NKW7 

Q9XFJ4 FANPWGLFGS IDYVS PEALS REKITTKSDIWSLGVTLYILLSGYPPFIA 
035259 



Q9FF57 



GQDRLRKKIER 
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300 



251 

SEQ ID NO: 8 MVIRYPHKYVNPSWCDQGGPLVV^^ 

P42322 

Q9NKW7 

Q9XFJ4 

035259 ICVR . ALTAI ITYHN . . 

Q9FF57 VLVEMICSFFVASWTG . 



301 



350 



SEQ ID NO: 8 KYPHEFASRVRSEMAKALGIVCTEHSFLD . . IKLAIiAAEKLKQPSGRSL 
P42322 - — 
MGTNTSSLRP 

Q9NKW7 

MGN 

Q9XFJ4 LEHPWVTGDI 

035259 

Q9FF57 



. . -RKNRPRN 

. WKYHGPRPSIRP . , 



• GG 



SEQ ID NO: 

P42322 

Q9NKW7 

Q9XFCT4 

035259 

Q9FF57 



SEQ ID NO: 

P42322 

Q9NKW7 

Q9XFJ4 

035259 

Q9FF57 



SEQ ID NO: 

P42322 

Q9NKW7 

Q9XFJ4 

035259 

Q9FF57 



351 



400 



VEFARMEKLFRLDFPTAKEYLEKFSAMDRTHSGF. . VTFEELCTALDfcP . 
EEVEEMQKGTNFTQKEIKKLYKRFKKLDKDGNGT. . ISKDEFLMIPEIA . 
ENSLPMELCSNFDPDEIKRLGKRFRKLDLDNSGS. . LS VDEFMTLPELQ . 
KKLKKLVGS YDLKPEELENLSHNFKKI CKNGENSTLLEFEEVLKAMEMSS 
ICVANHTSRIDVI IFASDGYYAMVGQVHGGLMGVIQRAMVTCACPHVWFE . 
VYYANHTSMIDFIVIjEQMTAFAVIMQKHPGWVGLLQSTlLESVGCIWFN . 



401 



450 



VNPLVKRVISIFDENGDGSVNFKEFIAALSVFNAQGDKQRKLEFAFKVYD 
QNPLVQRVID IFDTDGNGEVDFKEFIEGVS QFS VKGDKLS KLRFAFKI YD 
LVPLAPRIFDLFDNNRDGTVDMREIIGGFSSLKYSQGD . DALRLCFQVYD 
RSEVKDRHLVAKRLTEHVQDKSKLPILIFPEGTCINNT . SVMMFKKGSFE 
RSEAKDREIVAKKLRDHVQGADSNPLLIFPEGTCVNNN . YTVMFKKGAFE 

451 

500 

VNGDGTLSRDEVERSLLDIFPELPPI TVFKLFDTLDINHDEKIS 

IDGDGYISNGELFTVLKMMVGNNLSD . VQLQQIVDKTILEADEDGDGKIS 
MDKDGYISNGELFQVLKMMVGNNLKD . TQLQQ I VDKT I IHAD ADGDGKI S 

TORSGCISKEEVESMLRALPEDCLPlNITEPGIOJJEIFDLmANSDGKVT 

IGATVYPVAIKYDPQFGDAFWNSSKYG MVTYLLRMMTSWAIVCSV 

LDCTVCPIAIKYNKIFVDAFWNSRKQS FTMHLLQLMTSWAWCEV 
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SEQ ID NO: 

P42322 

Q9NKW7 

Q9XFJ4 

035259 

Q9FF57 



3 

501 550 

WEEFSSFLQRNPEYIiAIIXYAHPTLLKPPTSTS 

FEEFAKTLSHQDLENKMTIRL 

FEEFCAWGNMDVHKKMWDV 

FDEFKAAMQRDSSLQDWLSSLRPN 

WYLPPMTREKDEDAVQFANRVKSAIARQEDW 

WYLEPQTIRPGETGIEFAERVRDMISIiRAGLKKVPWDGYliKYSRPSPKHS 



551 568 

SEQ ID NO: 8 

P42322 

Q9NKW7 

Q9XFJ4 

035259 

Q9FF57 ERKQQSFAESIIARLEEK 



BASF Plant Science GmbH 20011000 PF 54409 DE 

Figur 19: Vergleich von SEQ ID NO: 10 mit Swiss-Prot Datenbank 
i 

Q24214 50 

P28470 

SEQ ID NO: 10 MTSTENTAMFTEDTSTLNGSTEANHA^ 
035259 

* METIMDDEVTKRTSAEEL 

Q9XFJ4 MGQREDIRTLSNEYEVTDI PRRGGLS VVRRGTRRRTLHSGQHHEVYAIKT 

51 

100 

Q24214 

P28470 

SEQ ID NO: 10 WSIPQVIKTII^VPI^VIRL^ 

035259 ESWNLIiSRTNYNFQYI SLRLTILWGLGVLIRYCPIiLP 

Q9XFJ4 IJ^FGPPPAPEiCKSI^SRVPQAALISETLLTNELLVMIKIVEDVSP^ 

101 

150 

Q24214 

P28470 

SEQ ID NO: 10 



PLRRLLLVS VRLIARGVMVAMGYYYILVKGKPAHRS VAPI IVSNHIGFVD 

035259 LRIALAFTGIGLLWG TTMVG. . 

Q9XFJ4 VIHLYDVCEDPSC^ILELCSGGELFDRIAGQARYNEEGAAAVVRQ^ 

151 

200 

Q24214 

P28470 

SEQ ID NO: 10 



PIFVFYRHLPVIVSAKEI VEMPI IGMFLQALQI I PVDRINPASRHHAAGN 
035259 

r YL PNGRFKE FL SKH 

Q9XFJ4 



201 

250 

Q24214 

P28470 

SEQ ID NO: 10 

035259 VHLMCYR 



IRRRAMDNEWPHVMLFPEGTTTNGKALISFKTGAFSPGLPVQPMVIKYPH 

Q9XFJ4 



251 

300 

Q24214 

P28470 ^ _ * * * 

SEQ ID NO: 10 KYVNPCWC^PLVXLFQI^qfv^^ 

035259 ICT/p 

ICVR ALTAI ITYHNRK 

Q9XPJ4 QMII^GQFSFDEKTWKNISSSAKQLISSLLKVDPKMRPTAQEILEHPWVT 
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2 

301 

A 350 

Q24214 

W MGNETSLPME 

P28470 

GNEASYHSE 

SEQ ID NO: 10 NRVRTEMAKALGWCTEHNP . . . LDIKLKMAAEKLKQPSGRSLVEFARME 

035259 m N GGICVANHT 

Q9XFJ4 GDLAKQEQMDAEI VSRLQSFNARRKFRAAAMAS ILS SSFSLRTKKLKKIjV 

351 400 
Q242 14 MCSNFDADEIRRLGKRFRKCiDIiD . . NSGALSVDEFMSLPELQ . QNPLVQR 

P28470 MGTHFDHDEIKRLGRSFKKMDLD . . KSGSLSVDEFMSLPELQ . QNPLVGR 

SEQ ID NO: 10 KLFRLDYSKAQEYLEKFSAMDPS . . HSGYVTYDEFLKALHLP . PTQITEQ 
035259 SRIDVI IFASDGYYAMVGQVHGG . . LMGVI QRAMVKACPHVW . FERSEVK 

Q9XFJ4 



401 

U± 450 
024214 VIDIFDADGNGEVDFKEFIQGVSQFS . VKGDKLSKLRFAFRIYDMDNDGY 

P28470 VIDIFDTDGNGEVDFREFIVGTSQFS . VKGDEEQKLRFAFRIYDMDNDGF 

SEQ ID NO: 10 VFNLFDKNGHGSINFREFVAGLAFLS . THTSFQTTMKAAFKACDVDGDGT 
03 52 5 9 DRHIiVTUCRLTEHVQDKSKIiPILIFPEGTCINNTSVMMFKKGSFEIGATVY 
Q9XFJ4 I FDLFDNNRDGTVDMREI IGGFS SI»K . . YSQGDDALRLCFQVYDTDRSGC 

451 500 
Q24214 ISNGELFQVLKMMVGNNIiKD . TQIjQQIVDKTIGFADKDEDGKISFDEFCS 

P28470 ISNGEXiFQVLKMMVGNNLKD . WQLQQLVDKSILVLDKDGDGRISFEEFRD 

SEQ ID NO: 10 LTRNEVES SLMAVFP ELPPATVLKLFDTLDLNRDGSINWEEFSS 

035259 PVAIKYDPQFGDAFWN SSKYGMVTYLLRMMTSWAIVCS 

Q9XFJ4 IS KEEVESMLRALPEDCLPINI TEPGKLDEIFDLMDANSDGKVTFDEFKA 

501 532 

Q24214 VVGNTDIHKKMVVDV 

P28470 WRTMEIHKKLWFVDHGQED 

SEQ ID NO: 10 FLQRNPEYIiAI ILAAHPTLLQAPKSEESETNI 
03 52 5 9 VWYLPPMTREKDEDAVQFANRVKSAIARQEDW 
Q9XFJ4 AMQRDSSLQDWIiSSIiRPN 
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Figur 20: Vergleich von SEQ ID NO: 12 mit Swiss-Prot Datenbank 

1 50 

Q9XFW4 . MAMAAAVIVPLGILFFISGLVVNLL^ 

Q9SDN3 

Q40119 MAIPAAAFIVPISIiLFFMSGLVVNFIQAVFYVLWPISm 

Q4 1745 MAI PLVLVVLPLGLLFLLSGLrVNAIQAVLFVTIRPFSKBFYKRINRFIiA 

Q9SYC8 MKI PAALVFI PVGVLFLISGLIVNI IQLVFFIIVRPFSRSLYRRINKNVA 

SEQ ID NO: 12 MIMM 

51 100 

Q9XFW4 ETLWIiELWIVDWWAGVKIQVFADDETFNRMGKEHALWCNHRSDIDWLV 

Q9SDN3 MGKEHALVISNHRSDIDWLV 

Q4 0119 ELLWLELVWVTDWWAGVKVQLYTDTESFRLMGKEHALLI CNHRSDIDWLI 

Q4 1745 EIiLWLQLVWVVDWWAGVKYQIiHADEETYRSMGKEHALI ISNHRSDIDWLI 

Q9SYC8 ELLWLQLIWLFDWWACIKINLYVDM^ 

SEQ ID NO: 12 EVLWSELIWLiLDWWANVKVKVYT^ 

101 150 

Q9XFW4 GWIIiAQRSGCLGSALAVMKKSSK^PVIGWSI^ 

Q9SDN3 GWVIAQRSGO^SSIAVMKKSSKFLPVIGWSMWFSEYLF^ 

Q40119 GWVLAQRCGCLS S S I AVMKKS SKFLPVIGWSMWFS EYLFLERNWAKDENT 

Q41745 GWILAQRSGCLGSTIiAVMKKSSKFLPVIGWSMWFAEYIiFLERSWAKDECT 

Q9SYC8 GWVMAQRVGCLGSSIiAIMKKEAKYIiPIIGWSMWFSDYIFLERSWAKD 

SEQ ID NO: 12 GWI IAQRLGCLGGTRAVMKKSTKFLPVIGWSMWFSEYVFLSRDWAKDEKV 

151 200 

Q9XFW4 LQSGLQRIjNDFPRPFWLAIiFVEGTRFTEAKLKAAQEYAASSELPVPRNVLi 

Q9SDN3 LKSGVQRIjKI)F PQPFWLALFVEGTRFTQAKLIiAAQEYAAATGLPVPRNVL 

Q40119 LKSGLQRLNDFPKPFWLAIjFVEGTRFTKAKLLiAAQEYAASAGLPVPR^ 

Q41745 LKWGLQRLKDFPRPFWI^FVEGTRFTPAKLLAAQEYAASQGLPAPRNVL 

Q9SYC8 LKAGFKRLEDFPMTFWLALFVEGTRFTQEKIjEAAQEYAS IRSLPS PRNVL 

SEQ ID NO: 12 LKNGYSSIiKGFPRTLWVALFVEGTRFTKAKLEVAQKFAADTGLRVPRYVIi 

201 250 

Q9XFW4 IPRTKGFVSAVSNMRSFVPAIYDWTIVAIPKTSPPPraLRIiFKGQPSVVHV 

Q9SDN3 I PRTKGFVTAVSQMRS FAPAIYDVTVAI PKSS PAPTMLRLFEGRPS WHV 

Q40119 I PRTKGFVSAVSNMRSFVPAI YDIiTVAI PKTTEQPTMLRLFRGKS S WHV 

Q41745 I PRTKGFVSAVSIMRDFVPAI YDTTVI VPKDS PQPTMLRILKGQSSVIHV 

Q9SYC8 I PRTKGFVS AVSEI RSFVPAI YDCTLTVHNNQPTPTLIiRMFSGQS SEINL 

SEQ ID NO: 12 VPRTKGFVSAVENLREFVPVVYDMTVAISKELPNPTMIRI FRGQPS WHV 
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251 300 

Q9XFW4 HIKCHSMKDLPEPEDEIAQWCRDQFVAKDAL^ 

Q9SDN3 HIKRHVMRDLPETDEAVAQWCKDIFVAKDALLDKHTVEQTFGD 

Q4 0 1 1 9 HLKRHLMJCDLPKTDDGVAQWCKDQFISKDALLDKHVAEDTPSGLEVQDIG 

Q4174 5 RMKRHAMS EMPKSDEDVS KWCKD I FVAKDALLDKHLATGTFD . BEIRPIG 

Q9 SYC8 QMRRHKMSELPETDDGIAQWCQDLFITKDAQLEKYFTKDVFSDLEVHQIN 

SEQ ID NO: 12 YVRRVPMSDLPEGANAI S KWCHDAFHI KDDRLEQHEKENTFGEDL YI PIE 

301 350 

Q9XPW4 RPIKSLAVWSWACLLTIiGAl^PI^SNLFSSWKGIAIiSAFGLGXITL 

Q9SDN3 RPLKSLLVVTAWACLLILGALKFLYWSSLLSSWKGIAFSALGLGVVTVLM 

Q40119 RPMKSLVVVVSWMCLLCLGLVKFLQWS ALLS S WKGMMITTFVLGIVTVLM 

Q41745 RPVKS LLVTLFWS CLLLFGAI EFFKWTQLLS TWRGVAFTAAGMALVTGVM 

Q9SYC8 RPIKPLIWI IWLGFLVFGGFKLLQWLSIVASWKI ILLFVFFLVTATITM 

SEQ ID NO: 12 RPLKPL 1 1 VI S WAI TLLAAAWWFLRR . . VLSTWKGIAWVAGVLVVVMLCV 

351 391 

Q9XFW4 QILIRSSQSERSTPAKVAPAKPKDNHQSGPS SQTEVEEKQK 

Q9SDN3 QILIRFSQSERSTPAPVAPTNNKNKGESSGKPEKQQ 

Q40119 HILIRSSQSEHSTPAKTRARQTAENPK 

Q41745 HVFIMFSQAERSSSARAARNRVKKE 

Q9SYC8 QILIQS SESQRSTPAKRPLQEQL I SA 

SEQ ID NO: 12 QILVMSSQSERSSDPAAKKANQKQAASVAHLGKTD 
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SEQUENCE LISTING 



<110> BASF Plant Science GmbH 

<120> Neue pflanzliche Acyltransferasen spezifisch fur langkettige 

raehrfach ungesattigte Fettsauren 



<130> AE2001I000 
<140> AE20011000 

<14I> 2003-03-31 



<160> 74 



<170> Patentln version 3.1 



<210> l 

<211> 1047 

<212> DNA 

<213> Thraustochytrium 
<220> 

<221> CDS 

<222> (38).. (952) 

<223> LPAAT 



<400> 1 



gggcggtgtc cggccgttcg agcgcgtgga cgccaac atg age gcg tgg acg agg 55 

Met Ser Ala Trp Thr Arg 
1 S 

gec aag acc gec gtg ggc etc ctg acg ctg gcg cct gcg egg ata gtg 103 
Ala Lys Thr Ala Val Gly Leu Leu Thr Leu Ala Pro Ala Arg He Val 

10 15 20 

ttc etc gtg act gtc ctg ggc acg tac ggg etc acg gtc gcg gee tgc 151 
Phe Leu Val Thr Val Leu Gly Thr Tyr Gly Leu Thr Val Ala Ala Cys 

25 30 35 

acg cga ctt gge gtc cog aaa age ttc gtg ctg ggc ctg acg egg tgc 199 
Thr Arg Leu Gly Val Pro Lys Ser Phe Val Leu Gly Leu Thr Arg Cys 

40 45 50 

gtc gcg cga etc acg etc tgg ggg ctt ggg ttc tac cac att gag gtc 24 7 

Val Ala Arg Leu Thr Leu Trp Gly Leu Gly Phe Tyr His He Glu Val 
55 60 65 7 o 

tct tgc gac gec caa ggc ctt egg gag tgg ccg cgc gtg att gtc gcg 295 
Ser Cys Asp Ala Gin Gly Leu Arg Glu Trp Pro Arg Val He Val Ala 
75 80 85 
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aac cac gtc teg tac ctg gag ate ttg tac ttc atg teg acc gtg cac 343 
Asn His Val Ser Tyr Leu Glu He Leu Tyr Phe Met Ser Thr Val His 

90 95 3.00 

tgc ccg tct ttc gtc atg aag aag acc tgc etc cga gtc ccg ctt gtc 391 
Cys Pro Ser Phe Val Met Lys Lys Thr Cys Leu Arg Val Pro Leu Val 

105 no 115 

ggc tac att gec atg gag ctg ggc ggt gtg att gtg gac cgc gag ggc 439 
Gly Tyr He Ala Met Glu Leu Gly Gly Val lie Val Asp Arg Glu Gly 

120 125 130 

ggc ggt caa age gca teg gcg ate att cgc gac cgc gtg cag gag cct 487 
Gly Gly Gin Ser Ala Ser Ala He He Arg Asp Arg Val Gin Glu Pro 
135 140 145 150 

cct cga gat teg teg age gag aag cac cac gcg cag ccg ctt ctt gtg 535 
Pro Arg Asp Ser Ser Ser Glu Lys His His Ala Gin Pro Leu Leu Val 

155 160 165 

ttc ccc gag ggg acc acc acc aat gga age tgc ctg etc caa ttc aag 583 
Phe Pro Glu Gly Thr Thr Thr Asn Gly Ser Cys Leu Leu Gin Phe Lys 

170 175 iso 

acg gga gee ttt cgt cct ggg get ccg gtg ctt ccg gtc gtg ctt gag 631 
Thr Gly Ala Phe Arg Pro Gly Ala Pro Val Leu Pro Val Val Leu Glu 

185 190 195 

ttt ccg att gac aaa gcg cgt ggt gac ttt tec ccg gcg tac gaa teg 679 
Phe Pro He Asp Lys Ala Arg Gly Asp Phe Ser Pro .Ala Tyr Glu Ser 

200 205 210 

gtc cac acg cca get cac etc ctt cgc atg etc gca caa tgg agg cac 727 
Val His Thr Pro Ala His Leu Leu Arg Met Leu Ala Gin Trp Arg His 
215 220 225 230 

egg ctt egg gtg cgc tat ctt cct ctg tat gag ccc tct gcg get gag 775 
Arg Leu Arg Val Arg Tyr Leu Pro Leu Tyr Glu Pro Ser Ala Ala Glu 

235 240 245 

aag gtt gat gca gac ctt tat gcg egg aac gtg cgc gac gaa atg gcg 
Lys Val Asp Ala Asp Leu Tyr Ala Arg Asn Val Arg Asp Glu Met Ala 

250 255 260 

cgc gcg etc aag gta ccc act gtg gag cag tct tac cgc gac aag etc 
Arg Ala Leu Lys Val Pro Thr Val Glu Gin Ser Tyr Arg Asp Lys Leu 

265 270 275 

gtc tac cac gcg gat etc atg ccg cac tac cag aag gec ggc ccc gga 
Val Tyr His Ala Asp Leu Met Pro His Tyr Gin Lys Ala Gly Pro Gly 

280 285 290 

gcg etc tat ctg tac gtc cga cct gac etc ttg tagcactcat gcgcgtccca 972 
Ala Leu Tyr Leu Tyr Val Arg Pro Asp Leu Leu 
295 300 305 

ageggtccag caaegggaga ttaaaacacg atttcttagc ctacaaaaaa aaaaaaaaaa 1032 
aaaaaaaaaa aaaaa 



823 



871 



919 



1047 



<210> 2 
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<211> 305 
<212> PRT 

<213> Thraustochytrium 
<400> 2 

Met Ser Ala Trp Thr Arg Ala Lys Thr Ala Val Gly Leu Leu Thr Leu 

15 10 15 

Ala Pro Ala Arg He Val Phe Leu Val Thr Val Leu Gly Thr Tyr Gly 

20 25 30 

Leu Thr Val Ala Ala Cys Thr Arg Leu Gly Val Pro Lys Ser Phe Val 

35 40 45 

Leu Gly Leu Thr Arg Cys Val Ala Arg Leu Thr Leu Trp Gly Leu Gly 

50 55 60 

Phe Tyr His He Glu Val Ser Cys Asp Ala Gin Gly Leu Arg Glu Trp 
65 70 75 80 

Pro Arg Val He Val Ala Asn His Val Ser Tyr Leu Glu He Leu Tyr 

85 90 95 

Phe Met Ser Thr Val His Cys Pro Ser Phe Val Met Lys Lys Thr Cys 

100 105 110 

Leu Arg Val Pro Leu Val Gly Tyr He Ala Met Glu Leu Gly Gly Val 

115 120 125 

He Val Asp Arg Glu Gly Gly Gly Gin Ser Ala Ser Ala He He Arg 

130 135 140 

Asp Arg Val Gin Glu Pro Pro Arg Asp Ser Ser Ser Glu Lys His His 
145 150 155 160 

Ala Gin Pro Leu Leu Val Phe Pro Glu Gly Thr Thr Thr Asn Gly Ser 

165 170 175 

Cys Leu Leu Gin Phe Lys Thr Gly Ala Phe Arg Pro Gly Ala Pro Val 

180 185 190 

Leu Pro Val Val Leu Glu Phe Pro He Asp Lys Ala Arg Gly Asp Phe 

195 200 205 

Ser Pro Ala Tyr Glu Ser Val His Thr Pro Ala His Leu Leu Arg Met 

210 215 220 

Leu Ala Gin Trp Arg His Arg Leu Arg Val Arg Tyr Leu Pro Leu Tyr 
225 230 235 240 

Glu Pro Ser Ala Ala Glu Lys Val Asp Ala Asp Leu Tyr Ala Arg Asn 

245 250 255 

Val Arg Asp Glu Met Ala Arg Ala Leu Lys Val Pro Thr Val Glu Gin 

260 265 270 

Ser Tyr Arg Asp Lys Leu Val Tyr His Ala Asp Leu Met Pro His Tyr 

275 280 285 

Gin Lys Ala Gly Pro Gly Ala Leu Tyr Leu Tyr Val Arg Pro Asp Leu 
290 295 300 

Leu 
305 
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<210> 3 
<211> 1701 

<212> DNA 

<213> Physcomitrella patens 
<220> 

<221> misc_feature 
<223> LPAAT 

<400> 3 

ggcacgaggg aaattggctt tctatgtggc cgtacttatt cgaggaggtc aacgaaacaa 60 

aggtatgtct tattaatgaa aatgtctcca cacatgtatg ttgtttaggt atattctgtc 120 

aactgaaaac ttgttttaat tttttcttaa attgaaattc tgtgcctgaa agccaactct 180 

aggtccatca taatgtagca atatgatcag aagcgctcaa atgtgtcgtg aaagtttgct 240 

tttgcaattt tcttttgctg ttaacctatt gattatgttg gaaccacaat acagacgctg 300 

cttcacttca ttcttatggc aatgaatgtc gtgatgattc cggttaattt catcctacag 360 

ggatatggat gttgtaaagg tgatttttgc aggtgataaa gtacctaagg agaaccgtgt 420 

gatggtcatg tgcaaccatc gtaccgaagt ggactggatg tacatttgga acttagcaat 480 

tcggaaaggc aagattgggt actgcaagta tgcggtgaag aactcagtga aaaacttacc 540 

cttgtttggt tgggcatttt acgtttttga gtttctgatg ctgcatagaa agtgggaagt 600 

ggatgctccc gtcatcaaga catacattga cagttttcaa gataaaagag atcctctctg 660 

gctagtcgtg tttcctgaag gcacagattt ttcgtaaggc tgaagtaccc atccatggct 720 

ttgatgtata tctgcaatct tctctataat ctgcatttat tctctgttgt ttctctagca 780 

agtaaatcat acttgcttaa tgtacttagc aatttgtcat ttttgactta ttgtgatgta 840 

aatgtgattg actactatga cagtgaagcg aaacgggaca cgggcaatgc aattggaaga 900 

gagaaaggct atccggagct tgtcaatgtg cttcaacctc gcactcgtgg ctttgtgact 960 

tgcctttctc aatcgcgctg ctctttggat gcagtttatg acctcactat agggtacaag 1020 

aagcggtgtc ccttgttcat caacaatgta ttcggaaccg atccatcgga agtgcacatt 1080 

cacattcgcc gaataccaat ttctgagatt cctcaatcag aagacggtat gacgcagtgg 1140 

ctgtatgatc tattttatca aaaggaccag atgttggcca gttttagtaa gacaggctct 1200 

ttccctgaca gtggaattga agagagccct ttgaacatag tggaaggtgt ttgcaatgtt 1260 

gctctacacg tagtccttag cggttgggta ttctggtgct tgtttcattc ggtttggttg 1320 

aagctttatg tggctttcgc tagtttgctg ctcgcgttta gtacctattt tgattggaga 13 80 

cctaaaccgg tttactctag tctacgtact aaaagaaaaa tcgtgtaaaa taaattcgtt 1440 

agttgtaatt ggtttgttta ttccgattcc aaagctgagt ttaagggtga ggctcctctt 1500 

taagctgatt tttgctatta attggctgct cccttgtttg tctgccgtaa attggcttta 1560 

atacggttgt cttctgctga tgaacctcag tgcttcaaga cgatgtggcc ttttagcctt 1620 

ctcctttacc catcttgacc agatgccaaa ctcgcaataa agcagatcaa taggtcgtgc 1680 

cccaaaaaaa aaaaaaaaaa a 1701 



<210> 4 
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<211> 714 

<212> DNA 

<213> Physcomitrella patens 
<220> 

<221> CDS 

<222> (1)..(714) 

<223> LPAAT 

<400> 4 



48 



96 



144 



240 



288 



atg get ttg atg tat ate tgc aat ctt etc tat aat ctg cat tta ttc 
Met Ala Leu Met Tyr He Cys Asn Leu Leu Tyr Asn Leu His Leu Phe 
15 10 15 

tct gtt gtt tct eta gca agt aaa tea tac ttg ctt aat gta ctt age 
Ser Val Val Ser Leu Ala Ser Lys Ser Tyr Leu Leu Asn Val Leu Ser 

20 25 30 

aat ttg tea ttt ttg act tat tgt gat gta aat gtg att gac tac tat 
Asn Leu Ser Phe Leu Thr Tyr Cys Asp Val Asn Val He Asp Tyr Tyr 

35 40 45 

gac agt gaa gcg aaa egg gac acg ggc aat gca att gga aga gag aaa 192 
Asp Ser Glu Ala Lys Arg Asp Thr Gly Asn Ala He Gly Arg Glu Lys 

50 55 60 

ggc tat ccg gag ctt gtc aat gtg ctt caa cct cgc act cgt ggc ttt 
Gly Tyr Pro Glu Leu Val Asn Val Leu Gin Pro Arg Thr Arg Gly Phe 
65 70 75 80 

gtg act tgc ctt tct caa teg cgc tgc tct ttg gat gca gtt tat gac 
Val Thr Cys Leu Ser Gin Ser Arg Cys Ser Leu Asp Ala Val Tyr Asp 

85 90 95 

etc act ata ggg tac aag aag egg tgt ccc ttg ttc ate aac aat gta 336 
Leu Thr He Gly Tyr Lys Lys Arg Cys Pro Leu Phe He Asn Asn Val 

100 105 HO 

ttc gga ace gat cca teg gaa gtg cac att cac att cgc cga ata cca 3 84 

Phe Gly Thr Asp Pro Ser Glu Val His He His He Arg Arg He Pro 

115 120 125 

att tct gag att cct caa tea gaa gac ggt atg acg cag tgg ctg tat 432 
He Ser Glu He Pro Gin Ser Glu Asp Gly Met Thr Gin Trp Leu Tyr 

130 135 140 

gat eta ttt tat caa aag gac cag atg ttg gee agt ttt agt aag aca 
Asp Leu Phe Tyr Gin Lys Asp Gin Met Leu Ala Ser Phe Ser Lys Thr 
145 150 155 160 

ggc tct ttc cct gac agt gga att gaa gag age cct ttg aac ata gtg 
Gly Ser Phe Pro Asp Ser Gly He Glu Glu Ser Pro Leu Asn He Val 
165 170 175 

gaa ggt gtt tgc aat gtt get eta cac gta gtc ctt age ggt tgg gta 576 
Glu Gly Val Cys Asn Val Ala Leu His Val Val Leu Ser Gly Trp Val 
180 185 190 



480 



528 
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Met Ala Leu Met Tyr lie Cys Asn Leu Leu Tyr Asn Leu His Leu 
15 10 15 

Ser Val Val Ser Leu Ala Ser Lys Ser Tyr Leu Leu Asn Val Leu Ser 

20 25 30 

Asn Leu Ser Phe Leu Thr Tyr Cys Asp Val Asn Val He Asp Tyr Tyr 

35 40 45 

Asp Ser Glu Ala Lys Arg Asp Thr Gly Asn Ala He Gly Arg Glu Lys 

50 55 60 

Gly Tyr Pro Glu Leu Val Asn Val Leu Gin Pro Arg Thr Arg Gly Phe 
65 70 75 80 

Val Thr Cys Leu Ser Gin Ser Arg Cys Ser Leu Asp Ala Val Tyr Asp 

85 90 95 

Leu Thr He Gly Tyr Lys Lys Arg Cys Pro Leu Phe lie Asn Asn Val 

100 105 110 

Phe Gly Thr Asp Pro Ser Glu Val His He His He Arg Arg He Pro 

115 120 125 

He Ser Glu He Pro Gin Ser Glu Asp Gly Met Thr Gin Trp Leu Tyr 

130 135 140 

Asp Leu Phe Tyr Gin Lys Asp Gin Met Leu Ala Ser Phe Ser Lys Thr 
145 150 155 160 

Gly Ser Phe Pro Asp Ser Gly He Glu Glu Ser Pro Leu Asn He Val 

165 170 175 

Glu Gly Val Cys Asn Val Ala Leu His Val Val Leu Ser Gly Trp Val 

180 185 190 

Phe Trp Cys Leu Phe His Ser Val Trp Leu Lys Leu Tyr Val Ala Phe 

195 200 205 

Ala Ser Leu Leu Leu Ala Phe Ser Thr Tyr Phe Asp Trp Arg Pro Lys 
210 215 220 



624 



672 



6 

ttc tgg tgc ttg ttt cat teg gtt tgg ttg aag ctt tat gtg get ttc 
Phe Trp Cys Leu Phe His Ser Val Trp Leu Lys Leu Tyr Val Ala Phe 

195 200 205 

get agt ttg ctg etc gcg ttt agt ace tat ttt gat tgg aga cct aaa 
Ala Ser Leu Leu Leu Ala Phe Ser Thr Tyr Phe Asp Trp Arg Pro Lys 

210 215 220 

ccg gtt tac tct agt eta cgt act aaa aga aaa ate gtg taa 714 
Pro Val Tyr Ser Ser Leu Arg Thr Lys Arg Lys He Val 
225 230 235 

<210> 5 

<211> 237 

<212> PRT 

<213> Physcomitrella patens 

<400> 5 
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Pro Val Tyr Ser Ser Leu Arg Thr Lys Arg Lys lie Val 
225 230 235 



<210> 



<211> 507 



<212> DNA 

<213> Physcomitrella patens 
<220> 

<221> misc_feature 

<223> LPAAT 



<400> 6 



accaggtcga gatgcccatt attggactgt ttttgcaagc tttgcaaata atacccgtgg 
accggactga tgctcagtct aggcaccatg cggctggcaa cgttcggcga agggctgtgg 
acaatatgtg gtcccacgtc atgttgttce cggagggcac taccaccaat ggcagagcaa 
taatcgcctt caaaacagga gcattttcgc ctggtctccc tgtgcagcca atggttatta 240 
gataccctca caagtatgtc aacccctctt ggtgtgacca aggaggtccg ttggtcgttg 300 
tgttgcagct gatgactcag ttcatcaacc acatggaggt tgaatatttg ccggtcatga 360 
agccaactgt gagagagatg aaataccctc atgaattcgc aagtagagtt cgcagcgaga 420 
tggctaaagc gttaggcatc gtgtgcacag aacacagctt tctggatatt aagctagcgc 480 
tggctgcaga aaagctcaaa cagcctt 



60 
120 
180 



507 



<210> 



<211> 1566 



<212> DNA 

<213> Physcomitrella patens 
<220> 



<221> CDS 



<222> (1) . . (1566) 
<223> LPAAT 



<400> 7 



a tg gag age aca gca gat gtc gga 
Met Glu Ser Thr Ala Asp Val Gly 
1 5 
etc aac ggg etc gaa acg cca eta 
Leu Asn Gly Leu Glu Thr Pro Leu 
20 



atg tec gac gac gat cct ate ctt 
Met Ser Asp Asp Asp Pro lie Leu 

10 15 
ctg get gaa ttt cct ctt ggc gaa 
Leu Ala Glu Phe Pro Leu Gly Glu 
25 30 
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egg cct aca ata ggg ccg gag gca cca gta aat ccc ttc cat gaa ccc i 44 
Arg Pro Thr He Gly Pro Glu Ala Pro Val Asn Pro Phe His Glu Pro 

35 40 45 

gat ggt ggt tgg aag acc aac aac gag tgg aat tac ttt caa atg atg 192 
Asp Gly Gly Trp Lys Thr Asn Asn Glu Trp Asn Tyr Phe Gin Met Met 

50 55 go 

aaa tec att ttg ctg att cca ctt ctt etc gtt cgt eta gtg age atg 240 
Lys Ser He Leu Leu He Pro Leu Leu Leu Val Arg Leu Val ser Met 
65 70 75 80 

ata aca ate gta gca ttt gga tat gtg tgg ate agg att tgt ctg ate 288 
He Thr He Val Ala Phe Gly Tyr Val Trp He Arg He Cys Leu He 

85 90 95 

ggc gtc aca gat ccc ttg ttt aag cct ttc aat ccg tgt cga egg ttc 336 
Gly Val Thr Asp Pro Leu Phe Lys Pro Phe Asn Pro Cys Arg Arg Phe 

100 105 110 

atg ctg tgg ggc ata egg tta gta gca aga gca gtg atg ttt aec atg 384 
Met Leu Trp Gly He Arg Leu Val Ala Arg Ala Val Met Phe Thr Met 

115 120 125 

ggt tat tac tac att ccc ate aag gga aaa ccg get cac cga tea gag 432 
Gly Tyr Tyr Tyr He Pro He Lys Gly Lys Pro Ala His Arg Ser Glu 
"0 135 14Q 

gcg ccc att att gtg tec aat cac att gga ttt ctg gat ccc ate ttt 480 

Ala Pro He He Val Ser Asn His He Gly Phe Leu Asp Pro He Phe 

145 150 155 160 

gtg ttc tat egg cac ttg ccg gee ate gtc tea gec aag gag aac gtc 528 

Val Phe Tyr Arg His Leu Pro Ala He Val Ser Ala Lys Glu Asn Val 

165 170 175 

gag atg ccc att att gga ctg ttt ttg caa get ttg caa ata ata ccc 576 
Glu Met Pro He He Gly Leu Phe Leu Gin .Ala Leu Gin He He Pro 

180 185 190 

gtg gac egg act gat get cag tct agg cac cac gcg get ggc aac gtt 624 
Val Asp Arg Thr Asp Ala Gin Ser Arg His His Ala Ala Gly Asn Val 

195 200 205 

egg cga agg get gtg gac aat atg tgg tec cac gtc atg ttg ttc ccg 672 
Arg Arg Arg Ala Val Asp Asn Met Trp Ser His Val Met Leu Phe Pro 

210 215 220 

cag ggc act acc acc aat ggc aga gca ata ate gec ttc aaa aca gga 720 
Gin Gly Thr Thr Thr Asn Gly Arg Ala He He Ala Phe Lys Thr Gly 
225 230 235 240 

gca ttt teg cct ggt etc cct gtg cag cea atg gtt att aga tac cct 768 
Ala Phe Ser Pro Gly Leu Pro Val Gin Pro Met Val He Arg Tyr Pro 

245 250 255 

cac aag tat gtc aac ccc tct tgg tgt gac caa gga ggt ccg ttg gtc 816 
H 1S Lys Tyr Val Asn Pro Ser Trp Cys Asp Gin Gly Gly Pro Leu Val 

260 265 270 

gtt gtg ttg cag ctg atg act cag ttc ate aac cac atg gag gtt gaa 864 
Val val Leu Gin Leu Met Thr Gin Phe He Asn His Met Glu val Glu 
275 280 285 
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tat ttg ccg gtc atg aag cca act gtg aga gag atg aaa tac cct cat 912 
Tyr Leu Pro Val Met Lys Pro Thr Val Arg Glu Met Lys Tyr Pro His 

290 295 300 

gaa ttc gca agt aga gtt cgc age gag atg get aaa gcg tta ggc ate 960 
Glu Phe Ala Ser Arg Val Arg Ser Glu Met Ala Lys Ala Leu Gly lie 
305 310 315 320 

gtg tgc aca gaa cac age ttt ctg gat att aag eta gcg ctg get gca 1008 
Val Cys Thr Glu His Ser Phe Leu Asp lie Lys Leu Ala Leu Ala Ala 

325 330 335 

gaa aag etc aaa cag cct tea ggt egg teg ttg gtt gag ttt get cgc 1056 
Glu Lys Leu Lys Gin Pro Ser Gly Arg Ser Leu Val Glu Phe Ala Arg 

340 345 350 

atg gag aag tta ttt egg ctg gat ttt cct acg gcg aag gaa tac ttg ii 0 4 
Met Glu Lys Leu Phe Arg Leu Asp Phe Pro Thr Ala Lys Glu Tyr Leu 

355 360 365 

gaa aag ttc age gee atg gac cgc aca cac agt ggc ttt gtt aca ttt 1152 
Glu Lys Phe Ser Ala Met Asp Arg Thr His Ser Gly Phe Val Thr Phe 

370 375 380 

gag gag tta tgt acg gca ctg gat ctt cca cgc tea cca att act aag 1200 
Glu Glu Leu Cys Thr Ala Leu Asp Leu Pro Arg Ser Pro lie Thr Lys 
385 390 395 400 

cag gtg ttc aac ctt ttc gat aag gat ggg cat gga age ata aac ttt 1248 
Gin Val Phe Asn Leu Phe Asp Lys Asp Gly His Gly Ser He Asn Phe 

4 °5 410 415 

cga gag ttt ttg gca ggg etc gee ttt gtg tec age cac aca tea ttt 1296 
Arg Glu Phe Leu Ala Gly Leu Ala Phe Val Ser Ser His Thr Ser Phe 

420 425 430 

tea agt aca atg. gag get gca ttt aaa gca tgt gat gtg aat ggc gat 1344 
Ser Ser Thr Met Glu Ala Ala Phe Lys Ala Cys Asp Val Asn Gly Asp 

435 440 445 

ggc act ctt tct cgt gat gaa gtg gag agg agt ttg ctt gat ate ttt 1392 
Gly Thr Leu Ser Arg Asp Glu Val Glu Arg Ser Leu Leu Asp lie Phe 

450 455 460 

cca gag etc cct cca ata acg gtg ttc aag ctt ttt gac acg tta gat 144 0 

Pro Glu Leu Pro Pro He Thr Val Phe Lys Leu Phe Asp Thr Leu Asp 
465 470 475 480 

ata aat cat gat gag aaa ate age tgg gag gag ttc agt age ttt ctg 1488 
He Asn His Asp Glu Lys He Ser Trp Glu Glu Phe Ser Ser Phe Leu 

4 85 490 495 

cag cga aac cca gag tat ctg gee ate att ata tat gcg cac cct act 1536 
Gin Arg Asn Pro Glu Tyr Leu Ala He He He Tyr Ala His Pro Thr 

500 505 510 

ctg ctg aag cca ccc aca teg act age tga 1566 
Leu Leu Lys Pro Pro Thr Ser Thr Ser 
515 520 

<210> 8 
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<211> 521 
<212> PRT 

<213> Physcomitrella patens 
<400> 8 

Met Glu Ser Thr Ala Asp Val Gly Met Ser Asp Asp Asp Pro lie Leu 

15 10 is 

Leu ash Gly Leu Glu Thr Pro Leu Leu Ala Glu Phe Pro Leu Gly Glu 

20 25 30 

Arg Pro Thr lie Gly Pro Glu Ala Pro Val Asn Pro Phe His Glu Pro 

35 40 45 

Asp Gly Gly Trp Lys Thr Asn Asn Glu Trp Asn Tyr Phe Gin Met Met 

50 55 60 

Lys Ser He Leu Leu He Pro Leu Leu Leu Val Arg Leu Val Ser Met 
65 70 75 80 

He Thr He Val Ala Phe Gly Tyr Val Trp He Arg He Cys Leu He 

85 90 95 

Gly Val Thr Asp Pro Leu Phe Lys Pro Phe Asn Pro Cys Arg Arg Phe 

100 105 no 

Met Leu Trp Gly He Arg Leu Val Ala Arg Ala Val Met Phe Thr Met 

115 120 125 

Gly Tyr Tyr Tyr He Pro He Lys Gly Lys Pro Ala His Arg Ser Glu 
130 135 14Q 

Ala Pro He He Val Ser Asn His He Gly Phe Leu Asp Pro He Phe 
145 15 0 155 160 

Val Phe Tyr Arg His Leu Pro Ala He Val Ser Ala Lys Glu Asn Val 

165 170 175 

Glu Met Pro He He Gly Leu Phe Leu Gin Ala Leu Gin He He Pro 

180 185 190 

Val Asp Arg Thr Asp Ala Gin Ser Arg His His Ala Ala Gly Asn Val 

195 200 205 

Arg Arg Arg Ala Val Asp Asn Met Trp Ser His Val Met Leu Phe Pro 

210 215 220 

Gin Gly Thr Thr Thr Asn Gly Arg Ala He He Ala Phe Lys Thr Gly 
225 2 30 235 " 240 

Ala Phe Ser Pro Gly Leu Pro Val Gin Pro Met Val He Arg Tyr Pro 

245 250 255 

His Lys Tyr Val Asn Pro Ser Trp Cys Asp Gin Gly Gly Pro Leu Val 

260 265 270 

Val Val Leu Gin Leu Met Thr Gin Phe He Asn His Met Glu Val Glu 

275 280 285 

Tyr Leu Pro Val Met Lys Pro Thr Val Arg Glu Met Lys Tyr Pro His 

290 295 300 

Glu Phe Ala Ser Arg Val Arg Ser Glu Met Ala Lys Ala Leu Gly He 
305 310 315 320. 

Val Cys Thr Glu His Ser Phe Leu Asp He Lys Leu Ala Leu Ala Ala 
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325 330 335 

Glu Lys Leu Lys Gin Pro Ser Gly Arg Ser Leu val Glu Phe Ala Arg 

340 345 350 

Met Glu Lys Leu Phe Arg Leu Asp Phe Pro Thr Ala Lys Glu Tyr Leu 
355 3 60 365 

Glu Lys Phe Ser Ala Met Asp Arg Thr His Ser Gly Phe Val Thr Phe 

370 3 75 380 

Glu Glu Leu cys Thr Ala Leu Asp Leu Pro Arg Ser Pro He Thr Lys 
3 f 5 390 395 4 oo 

Gin Val Phe Asn Leu Phe Asp Lys Asp Gly. His Gly Ser He Asn Phe 

405 410 415 

Arg Glu Phe Leu Ala Gly Leu Ala Phe Val Ser Ser His Thr Ser Phe 

420 425 430 

Ser ser Thr Met Glu Ala Ala Phe Lys Ala Cys Asp Val Asn Gly Asp 

43 5 440 445 

Gly Thr Leu Ser Arg Asp Glu Val Glu Arg ser Leu Leu Asp He Phe 

450 455 460 

Pro Glu Leu Pro Pro He Thr Val Phe Lys Leu Phe Asp Thr Leu Asp 

465 470 /nc 

475 480 
lie Asn Hxs Asp Glu Lys lie Ser Trp Glu Glu Phe Ser Ser Phe Leu 

485 490 495 

Gin Arg Asn Pro Glu Tyr Leu Ala He He He Tyr Ala His Pro Thr 

500 505 510 

Leu Leu Lys Pro Pro Thr Ser Thr Ser 
515 520 

<210> 9 



<211> 2217 

<212> DNA 

<213> Physcomitrella patens 
<220> 



<221> CDS 

<222> (281) . . (1837) 

<223> LPAAT2 



<400> 9 



ggcgcgccag aggacgagac aaggggggcg ctgtggactt ggtacaactc caaatgtggc 
tctgaatcat caactaaggg tatggttata caaagtgcgt gccgccgaag agacagacct 120 
tcttggttac ccaagactga atgaagatgg gaagtggaac gatagtatga tggctcagag iso 
acgagtggct ccgagttttt tggtactcag taggaagttg caagtggggt ttgcatgctg 
aagaatcgac actgcacagg cctcaccatc gacggatagc atg acc age acg gaa 

Met Thr Ser Thr Glu 
1 5 



60 



240 
295 
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aat act gcg atg ttc aca gaa gac act age act eta aac ggc tec aca 
Asn Thr Ala Met Phe Thr Glu Asp Thr ser Thr Leu Asn Gly ser Z 



15 



20 



gag gca aat cat get gag ttt cct ctt gga gag egg ccg acg ata ggg 
Glu Ala Asn His Ala Glu Phe Pro Leu Gly Glu Arg Pro ThJ He Ty 
25 



30 35 



ccg gag cca eea gtg aac cec ttc cac gag tec age acg tgg age ate 
Pro Glu Pro Pro Val Asn Pro Phe His Glu Ser Ser Thr Trp Ser lie 

40 AC 

4S 50 
cec caa gtg ate aag acc att ctg eta gte cec ttg etc gtc ata ege 
Pro Gin val He Lys Thr He Leu Leu Val Pro Leu Leu Val He jL 

55 60 65 

ttg etc age atg ttc get etc atg atg ttg ggc tac ata tgc gte aag 
Leu Leu Ser Met Phe Ala Leu Met Met Leu Gly Tyr He Cys Val Lys 



75 



80 35 
gtc get atg ate gga tge aaa gae eeg ttg tte aag cet tte aat eet 
Val Ala Met He Gly Cys Lys Asp Pro Leu Phe Lys Pro Phe Asn Pro 



90 



95 



100 



ttg egg ega etc ttg ttg gta agt gtg agg tta ata gca aga ggg gtg 
Leu Arg Arg Leu Leu Leu Val Ser Val Arg Leu He Ala Arg Gly val 
105 11 ° 115 

21 ?? IT ^ g " ^ ^ CtC 9tC aag aaa cca gee 
Met Val Ala Met Gly Tyr Tyr Tyr He Leu Val Lys Gly Lys Pro Ala 

120 "5 130 

cac egg tet gtg gcg cec att ate gta tec aac cac ate ggc ttt gtg 
Hxs Arg ser Val Ala Pro He He Val Ser Asn His He Gly Phe Val 

135 14 ° 145 

gat cec att ttt gtg tte tat agg cac ttg ccg gte ate gtc tea gee 
Asp Pro He Phe - Val Phe Tyr Arg His Leu Pro Val He Val Ser Ala 

155 160 165 

aag gaa att gtg gag atg ecc ata ate gga atg ttc tta caa get ctg 
IV Glu He Val Glu Met Pro He He Gly Met Phe Leu Gin Ala Leu 

170 17 c 

" L7S 180 
cag ate ata cct gtg gae ega ata aac cec gcg tec agg cac eat gcg 
Gin He He Pre Val Asp Arg He Asn Pro Ala Ser Arg His His 111 
185 190 195 

2 T T T ^ ^ ^ 9Ct atg 9&C aac « «** «W «t gte 
Ala Gly Asn He Arg Arg Arg Ala Met Asp Asn Glu Trp Pro His Val 
200 



205 



210 



atg ctg ttt cca gag ggg act ace aca aat ggc aaa gcg ttg ate tec 
Met Leu Phe Pro Glu Gly Thr Thr Thr Asn Gly Lys Ala Leu He Ser 

215 220 225 

tte aaa aca gga gea ttt teg eet ggt eta eet gtg eaa eee atg gte 
Phe Lys Thr Gly Ala Phe Ser Pro Gly Leu Pro Val Gin Pro Met Val 
230 235 240 245 

att aaa tac eee eae aag tat gtg aat eeg tgt tgg tgt aae eaa ggg 
Xle Lys Tyr Pro His Lys Tyr Val Asn Pro Cys Trp Cys Asn Gin Gly 
' 250 255 260 



343 



391 



439 



487 



535 



583 



631 



679 



727 



775 



823 



871 



919 



967 



1015 



1063 



BASF Plant Science GmbH 



20011000 



PF 54409 DE 



1111 



1159 



1207 



1255 
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ggg cca ttg gtc att etc ttt cag ctg atg act cag ttt gta aat tac 
Gly Pro Leu Val He Leu Phe Gin Leu Met Thr Gin Phe Val Asn Tyr 

265 270 275 

atg gag gtg gag tat ttg cct gtg atg acg cca aat gtg cat gag att 
Met Glu val Glu Tyr Leu Pro Val Met Thr Pro Asn Val His Glu He 

280 285 290 

aaa aat ccc cat gaa ttt get aat aga gta egg act gag atg gee aaa 
Lys Asn Pro His Glu Phe Ala Asn Arg Val Arg Thr Glu Met Ala Lys 

295 300 3 05 

gcg ctg ggc gtt gtg tgc acg gaa cat aac ttt eta gat ate aaa eta 
Ala Leu Gly Val Val Cys Thr Glu His Asn Phe Leu Asp He Lys Leu 
310 315 320 32 5 

aaa atg get gca gag aag etc aag cag cct tea gga cgc tea ttg gtt 1303 
Lys Met Ala Ala Glu Lys Leu Lys Gin Pro Ser Gly Arg Ser Leu Val 

330 335 34 0 

gaa ttc gca cge atg gag aag ctt ttt cga ctg gac tat tec aag gee i 351 
Glu Phe Ala Arg Met Glu Lys Leu Phe Arg Leu Asp Tyr Ser Lys Ala 

345 3 5 o 355 

cag gaa tac ttg gaa aaa ttc agt get atg gat cct tea cac agt ggt 1399 
Gin Glu Tyr Leu Glu Lys Phe Ser Ala Met Asp Pro Ser His Ser Gly 

360 365 370 

tat gtc aca tac gat gag ttc ctt aaa gca etc cat ctt ccg ccc ace i 447 
Tyr Val Thr Tyr Asp Glu Phe Leu Lys Ala Leu His Leu Pro Pro Thr 
375 380 385 

cag ate act gag cag gtg ttc aac ctt ttc gac aag aac gga cac ggt 1495 

Gin He Thr Glu Gin Val Phe Asn Leu Phe Asp Lys Asn Gly His Gly 

390 395 400 405 

tct ata aac ttt cga gag ttt gtg gca ggg ctt get ttc ctg tct acc 1543 

Ser He Asn Phe Arg Glu Phe Val Ala Gly Leu Ala Phe Leu Ser Thr 

410 415 420 

cac act tea ttc cag act aca atg aag get gca ttc aaa get tgt gat 1591 
His Thr Ser Phe Gin Thr Thr Met Lys Ala Ala Phe Lys Ala Cys Asp 

425 430 435 

gtg gat ggc gat ggc acc etc act cgt aat gag gtg gaa age age ttg 1639 
Val Asp Gly Asp Gly Thr Leu Thr Arg Asn Glu Val Glu Ser Ser Leu 

440 445 450 

atg gec gta ttc ccg gag etc ccc cca gca acg gtg tta aaa ctt ttc 1687 
Met Ala Val Phe Pro Glu Leu Pro Pro Ala Thr Val Leu Lys Leu Phe 

455 460 465 

gac acg ctg gat tta aat cgt gac ggg age att aac tgg gag gag ttc 1735 
Asp Thr Leu Asp Leu Asn Arg Asp Gly Ser He Asn Trp Glu Glu Phe 
470 475 480 485 

age age ttt ctg caa cga aat cct gag tat ttg gee ate ata ttg get 1783 
Ser Ser Phe Leu Gin Arg Asn Pro Glu Tyr Leu Ala He He Leu Ala 

490 495 500 

gca cac eet act ctg ttg cag gca cca aag teg gaa gag agt gaa act 1831 
Ala His Pro Thr Leu Leu Gin Ala Pro Lys Ser Glu Glu Ser Glu Thr 
505 510 51S 
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<210> 10 

<211> 519 

<212> PRT 

<213> Physcomitrella patens 

<400> 10 



Met Thr ser Thr Glu Asn Thr Ala Met Phe Thr Glu Asp Thr ser Thr 

5 10 15 

Leu Asn Gly ser Thr Glu Ala Asn His Ala Glu Phe Pro Leu Gly Glu 

Arg Pro Thr He Gly Pro Glu Pro Pro Val Asn Pro Phe »l Glu Ser 

40 45 
Ser Thr Trp ser He Pro Glu Val He Lys Thr He Leu Leu Val Pro 

55 60 
Leu Leu val He Arg Leu Leu Ser Met Phe Ala Leu Met Met Leu Gly 

He Cys Val Lys Val Ala Met He Gly Cys Lys Asp Pro Leu Phe 

Lys Pro Phe Asn Pro Leu Arg Arg Leu Leu Leu Val Ser Val Arg Leu 

^-00 105 
lie Ala Arg Gly Val Met Val Ala Met Gly Tyr Tyr Tyr He Leu Val 

120 125 
Lys Gly Lys Pro Ala His Arg ser Val Ala Pro He He Val Ser Asn 



135 



140 



His He Gly Phe Val Asp Pro He Phe Val Phe Tyr Arg His Leu Pro 



150 



155 



Val He val Ser Ala Lys Glu He Val Glu Zl Pro He He Gly Met 

16S 170 175 

Phe Leu Gin Ala Leu Gin He He Pro Val Asp Arg Xle Asn Pro Ala 

185 

s.r „ Hi. His „ a ^ 31y _ Ue ^ ^ ^ « 

200 20S 
Glu Trp Pro His val Met L eu Phe Pro Glu Gly Thr Thr Thr Asn Gly 

215 220 
Lys Ala Leu He Ser Phe Lys Thr Gly Ala Phe Ser Pro Gly Leu Pro 



1887 



ggaccttttg gagctgeaat tcctcgagca tgatataacc actctattac aottacactt 

£= := = =: = 55 
SE 2™ EE ^ =" =s = 



1947 
2007 
2067 



2217 



\ 



BASF Plant Science GmbH 



20011000 



PF 54409 DE 



15 

225 230 235 

Val Gin Pro Met VaX H e Lys Pro His Lys ^ ^ ^ pro ^ 

245 250 
Trp Cys Asn Gin Gly Gly Pro Leu Val He Leu Phe Gin Leu Zl Thr 



260 



265 



270 



Gin Phe val Asn Tyr Met Glu Val Glu Tyr Leu Pro Val Met Thr Pro 

275 280 285 

Asn val His Glu He Lys Asn Pro His Glu Phe Ala Asn Arg val Arg 

290 295 
Thr Glu Met Ala Lys Ala Leu Gly Val Val cys Thr Glu His Asn Phe 

r 310 315 320 

Leu Asp He Lys Leu Lys Met Ala Ala Glu Lys Leu Lys Gin Pro Ser 

325 33 ° 335 

Gly Arg Ser Leu Val Glu Phe Ala Arg Met Glu Lys Leu Phe Arg Leu 

340 3 « 350 

Asp Tyr ser Lys Ala Gin Glu Tyr Leu Glu Lys Phe Ser Ala Met Asp 

360 365 
Pro ser His Ser Gly Tyr Val Thr Tyr Asp Glu Phe Leu Lys Ala Leu 

. 370 3 ?5 380 

His Leu Pro Pro Thr Gin He Thr Glu Gin Val Phe Asn Leu Phe Asp 

390 395 * 

Ztf. Asn Gly His Gly Ser He Asn Phe Arg Glu Phe Val Ala Gly Leu 

405 410 415 

Ala Phe Leu Ser Thr His Thr Ser Phe Gin Thr Thr Met Lys Ala Ala 

420 425 
Phe Lys Ala Cys Asp Val Asp Gly Asp Gly Thr Leu Thr Arg Asn Glu 

435 440 445 

Val Glu ser Ser Leu Met Ala Val Phe Pro Glu Leu Pro Pro Ala Thr 

45 5 460 
Val Leu Lys Leu Phe Asp Thr Leu Asp Leu Asn Arg Asp Gly Ser He 



475 



Asn Trp Glu Glu Phe Ser Ser Phe Leu Gin Arg Asn Pro Glu Tyr Leu 



485 



490 



495 



Ala He lie Leu Ala Ala His Pro Thr Leu Leu Gin Ala Pro Lys Ser 

500 5 °5 510 

Glu Glu Ser Glu Thr Asn He 

515 
<210> H 
<211> 1014 
<212> DNA 

<213> Physcomitrella patens 
<220> 
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<221> CDS 

<222> (1) . . (1014) 

<223> LPAAT 



<400> 11 



96 



144 



288 



atg att atg atg gag gtg ctg tgg teg gag ctt at a tgg ctg ctg gat 4 s 
Met He Met Met Glu Val Leu Trp Ser Glu Leu He Trp Leu Leu Asp 
1 5 10 15 

tgg tgg gca aat gtg aag gtg aag gtt tac acg cca aag gag teg tgg 
Trp Trp Ala Asn Val Lys Val Lys Val Tyr Thr Pro Lys Glu Ser Trp 

20 25 30 

gag cac tta gga aag gag cac gca tta etc att tgt aat cac cgc agt 
Glu His Leu Gly Lys Glu His Ala Leu Leu He Cys Asn His Arg Ser 

35 40 45 

gac att gat tgg etc gta gga tgg att att gee cag aga ttg ggg tgt 192 
Asp He Asp Trp Leu Val Gly Trp He He Ala Gin Arg Leu Gly Cys 

50 55 60 

eta ggt ggg act cga get gtt atg aag aag tec ace aaa ttt ctt ccg 240 
Leu Gly Gly Thr Arg Ala Val Met Lys Lys Ser Thr Lys Phe Leu Pro 
65 70 75 so 

gtc att ggc tgg tct atg tgg ttt tea gag tat gtg ttt tta tea aga 
Val He Gly Trp Ser Met Trp Phe Ser Glu Tyr Val Phe Leu Ser Arg 

85 90 95 

gat tgg gee aaa gat gag aag gtc ttg aag aat ggt tat tea agt ctt 336 
Asp Trp Ala Lys Asp Glu Lys Val Leu Lys Asn Gly Tyr Ser Ser Leu 

100 105 ' no 

aag ggc ttc ccc agg ace ttg tgg gtg get ctt ttt gtg gaa ggc act 384 
Lys Gly Phe Pro Arg Thr Leu Trp Val Ala Leu Phe Val Glu Gly Thr 

115 120 125 

cga ttt acg aag get aaa ctt gag gtt gec caa aaa ttt gcg gcg gat 
Arg Phe Thr Lys Ala Lys Leu Glu Val Ala Gin Lys Phe Ala Ala Asp 

130 135 140 

aca ggg eta cgt gtt cca agg tat gtg ctt gtt cct cgc aca aaa ggg 
Thr Gly Leu Arg Val Pro Arg Tyr Val Leu Val Pro Arg Thr Lys Gly 
145 150 155 160 

ttc gtt teg get gtg gag aac ttg cgt gaa ttt gtt ccg gta gtt tat 
Phe val Ser Ala Val Glu Asn Leu Arg Glu Phe Val Pro Val Val Tyr 

165 170 175 

gac atg acc gtt get ata tct aaa gag ctg cce aat cct aca atg ate 576 
Asp Met Thr Val Ala He Ser Lys Glu Leu Pro Asn Pro Thr Met He 

180 185 190 

egg att ttc aga ggg caa cca tct gtg gtt cat gtg tac gtg agg egg 
Arg He Phe Arg Gly Gin Pro Ser Val Val His Val Tyr Val Arg Arg 

195 200 205 

gtc cct atg tct gat ctg cot gag gga gec aac gcg att tct aaa tgg 
Val Pro Met Ser Asp Leu Pro Glu Gly Ala Asn Ala He Ser Lys Trp 
21° 215 220 



432 



480 



528 



624 



672 
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tgt cac gat gcc ttt cac 
Cys His Asp Ala Phe His 
225 230 
aaa gag aat acg ttt ggg 
Lys Glu Asn Thr Phe Gly 
245 

ctt aaa cct ctt att att 
Leu Lys Pro. Leu lie lie 
260 

gca gca tgg tgg ttt eta 
Ala Ala Trp Trp Phe Leu 
275 

gcc tgg gtg gca gga gta 
Ala Trp Val Ala Gly Val 
290 

tta gtg atg teg tea caa 
Leu Val Met Ser Ser Gin 
3 <>5 310 
aag gcc aat caa aaa cag 
Lys Ala Asn Gin Lys Gin 

325 
gac tga 
Asp 



17 

ate aag gac gat egg ctg 
lie Lys Asp Asp Arg Leu 
235 

gag gac ttg tat att cct 
Glu Asp Leu Tyr lie Pro 
250 

gtg ate tec tgg gcc ate 
Val lie Ser Trp Ala He 
265 

aga cga gtt tta tec act 
Arg Arg Val Leu Ser Thr 
280 

etc gtg gtc gtc atg ctg 
Leu Val Val Val Met Leu 
295 300 
teg gaa aga agt tea gat 
Ser Glu Arg Ser Ser Asp 
315 

gcg get tct gtt get cac 
Ala Ala Ser Val Ala His 
330 



gag cag cac gaa 720 
Glu Gin His Glu 
240 

att gaa egg cca 768 
He Glu Arg Pro 
255 

act ttg ctg get 816 
Thr Leu Leu Ala 
270 

tgg aaa gga ate 864 

Trp Lys Gly lie 

285 

tgt gtc cag att 912 
Cys Val Gin He 

cct gca get aag 960 
Pro Ala Ala Lys 
320 

etc ggc aaa acg 1008 
Leu Gly Lys Thr 
335 

1014 



<210> 12 

<211> 337 
<212> PRT 

<213> Physcomitrella patens 
<400> 12 

Met He Met Met Glu Val Leu Trp Ser Glu Leu He Trp Leu Leu Asp 

15 10 15 

Trp Trp Ala Asn Val Lys Val Lys Val Tyr Thr Pro Lys Glu Ser Trp 

20 25 30 

Glu His Leu Gly Lys Glu His Ala Leu Leu He Cys Asn His Arg Ser 

35 40 45 

Asp He Asp Trp Leu Val Gly Trp He He Ala Gin Arg Leu Gly Cys 

50 55 60 

Leu Gly Gly Thr Arg Ala Val Met Lys Lys Ser Thr Lys Phe Leu Pro 
65 70 75 80 

Val He Gly Trp Ser Met Trp Phe Ser Glu Tyr Val Phe Leu Ser Arg 

85 90 95 

Asp Trp Ala Lys Asp Glu Lys Val Leu Lys Asn Gly Tyr Ser Ser Leu 

100 105 110 

Lys Gly Phe Pro Arg Thr Leu Trp Val Ala Leu Phe Val Glu Gly Thr 
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115 120 125 

Arg Phe Thr Lys Ala Lys Leu Glu Val Ala Gin Lys Phe Ala Ala Asp 

130 135 140 

Thr Gly Leu Arg Val Pro Arg Tyr Val Leu Val Pro Arg Thr Lys Gly 
I 45 150 155 160 

Phe Val Ser Ala Val Glu Asn Leu Arg Glu Phe Val Pro Val Val Tyr 

165 170 175 

Asp Met Thr Val Ala lie Ser Lys Glu Leu Pro Asn Pro Thr Met lie 

180 185 190 

Arg lie Phe Arg Gly Gin Pro Ser Val Val His Val Tyr Val Arg Arg 

195 200 205 

Val Pro Met Ser Asp Leu Pro Glu Gly Ala Asn Ala He Ser Lys Trp 

210 215 220 

Cys His Asp Ala Phe His He Lys Asp Asp Arg Leu Glu Gin His Glu 
225 230 235 240 

Lys Glu Asn Thr Phe Gly Glu Asp Leu Tyr He Pro He Glu Arg Pro 

245 250 255 

Leu Lys Pro Leu He He Val He Ser Trp Ala He Thr Leu Leu Ala 

260 265 270 

Ala Ala Trp Trp Phe Leu Arg Arg Val Leu Ser Thr Trp Lys Gly He 

275 280 285 

Ala Trp Val Ala Gly Val Leu Val Val Val Met Leu Cys Val Gin He 

290 295 300 

Leu Val Met Ser Ser Gin Ser Glu Arg Ser Ser Asp Pro Ala Ala Lys 
305 310 315 320 

Lys Ala Asn Gin Lys Gin Ala Ala Ser Val Ala His Leu Gly Lys Thr 
325 330 335 

Asp 



<210> 13 
<211> 643 

<212> DMA 

<213> Physcomitrella patens 
<220> 

<22l> mis cofeature 

<223> LPAAT2 

<400> 13 

ggcgcgccag aggacgagac aaggggagtc aattggaatg cctgaagacc tgcatgaaac 60 

tggttaaaga aggtgtgtct gctctgtttt tccctgaggg cacaaggaca acggatggag 120 

caatggctgc cttcaagaaa ggagctttct ctgtggcggc caagggaggt gtgtcagttg 180 

tacctataac gttaattggc tcaggcaagt tgatgccaaa tggtttagaa tatacattac 240 

ggcctggcgt tgtgaaaatg attgtccacc cagctatccg cagtaaaaat gccgatgagc 300 

tttgtgatca gtctaggaag gttattgcag agaccttgat caaacacggt cttcctgttc 360 
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attagttgct gtgattgatg atcgcctatc aggatgatgc gatcaagtga tcaagccctg 420 

tttgtcgttc ttagtgatta aggagtcatt tctgtccatc gtttatgccc cgcaagagat 480 

ttaaggagat cacaaagtcg gttgtagcaa gagagttgga cactgtgata agcccaatta 540 

acttatgttg aagtgtcatt tattctttga aaaaaaaaaa aataaaaaaa aaaaaaaaaa 600 

aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaagcggc cgc 643 

<210> 14 



<211> 657 

<212> DNA 

<213> Physcomitrella patens 
<220> 

<221> CDS 

<222> (1)..(657) 

<223> LPAAT 



<400> 14 



96 



144 



atg ctg ata tta cag ccc ttc gta etc tta etc gac aag eaa cgt aga 48 
Met Leu lie Leu Gin Pro Phe Val Leu Leu Leu Asp Lys Gin Arg Arg 
1 5 10 15 

aga get cag cac ctt gtg aac aag gtg tgg gca att ttg aca acg tct 
Arg Ala Gin His Leu Val Asn Lys Val Trp Ala He Leu Thr Thr Ser 

20 25 30 

ttg ttt tat aaa act gag att gaa ggt tgg gaa aat ctt cca gca tct 
Leu Phe Tyr Lys Thr Glu He Glu Gly Trp Glu Asn Leu Pro Ala Ser 

35 40 . 45 

gat gag ggt gca gtg tat gtt gee aat cat caa age ttt ttg gac ate i 92 
Asp Glu Gly Ala Val Tyr Val Ala Asn His Gin Ser Phe Leu Asp He 

50 55 go 

tat aca etc ttt caa tta gga cga cca ttt aag ttt att age aag acc 
Tyr Thr Leu Phe Gin Leu Gly Arg Pro Phe Lys Phe He Ser Lys Thr 
55 70 75 80 

age aat ttt etc att ccg att att ggt tgg tec atg tac atg aeg ggc 
Ser Asn Phe Leu He Pro He He Gly Trp Ser Met Tyr Met Thr Gly 

85 go 95 

cac att ccc eta aag egt atg gac aag agg agt caa ttg gaa tgc ctg 3 36 
His He Pro Leu Lys Arg Met Asp Lys Arg Ser Gin Leu Glu Cys Leu 

10 ° 105 110 

aag ace tgc atg aag ctg gtt aaa gaa ggt gtg tct gtt ctg ttt ttc 384 
Lys Thr Cys Met Lys Leu Val Lys Glu Gly Val Ser Val Leu Phe Phe 

115 120 125 

cct gag ggc aca agg aca acg gat gga gca atg get gee ttc aag aaa 432 
Pro Glu Gly Thr Arg Thr Thr Asp Gly Ala Met Ala Ala Phe Lys Lys 

130 135 140 

gga get ttc tct gtg gcg gee aag gga ggt gtg cca gtt gta cct ata 
Gly Ala Phe Ser Val Ala Ala Lys Gly Gly Val Pro Val Val Pro He 



240 



288 



480 
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acg tta att 
Thr Leu lie 

tta egg cct 
Leu Arg Pro 

3 

aaa aat gec 
Lys Asn Ala 
195 

acc ttg ate 
Thr Leu lie 

210 



150 

ggc tea ggc 
Gly Ser Gly 

165 
ggc gtt gtg 
Gly Val Val 
180 

gat gag ctt 
Asp Glu Leu 

caa cac ggt 
Gin His Gly 



aag ttg atg 
Lys Leu Met 

aaa atg att 
Lys Met He 
185 

tgt gat cag 
Cys Asp Gin 

200 
ctt cct gtt 
Leu Pro Val 
215 



20 

155 
cca aat ggt 
Pro Asn Gly 
170 

gtc cac cca 
Val His Pro 

tct agg aag 
Ser Arg Lys 

cat tag 
His 



tta gaa tat 
Leu Glu Tyr 
175 

get ate cgc 
Ala He Arg 

190 
gtt att gca 
Val He Ala 
205 



160 

aca 528 
Thr 

agt 576 
Ser 

gag 624 
Glu 

657 



<210> 15 



<211> 218 

<212> PRT 

<213> Physcomitrella patens 

<400> 15 



Met Leu He Leu Gin Pro Phe Val Leu Leu Leu Asp Lys Gin Arg Arg 

Arg Ala Gin His Leu Val Asn Lys Val Trp Ala He Leu Thr Thr Ser 

20 25 30 

Leu Phe Tyr Lys Thr Glu He Glu Gly Trp Glu Asn Leu Pro Ala Ser 

35 40 45 

Asp Glu Gly Ala Val Tyr Val Ala Asn His Gin Ser Phe Leu Asp He 

50 55 60 

Tyr Thr Leu Phe Gin Leu Gly Arg Pro Phe Lys Phe He Ser Lys Thr 
65 70 75 80 

Ser Asn Phe Leu He Pro He He Gly Trp Ser Met Tyr Met Thr Gly 

85 90 95 

His He Pro Leu Lys Arg Met Asp Lys Arg Ser Gin Leu Glu Cys Leu 

100 105 110 

Lys Thr Cys Met Lys Leu Val Lys Glu Gly Val Ser Val Leu Phe Phe 

115 120 125 

Pro Glu Gly Thr Arg Thr Thr Asp Gly Ala Met Ala Ala Phe Lys Lys 

130 135 140 

Gly Ala Phe Ser Val Ala Ala Lys Gly Gly Val Pro Val Val Pro He 
145 150 155 i 60 

Thr Leu He Gly Ser Gly Lys Leu Met Pro Asn Gly Leu Glu Tyr Thr 

16 5 170 i 75 

Leu Arg Pro Gly Val Val Lys Met He Val His Pro Ala He Arg Ser 

180 185 190 

Lys Asn Ala Asp Glu Leu Cys Asp Gin Ser Arg Lys Val He Ala Glu 
195 200 205 
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Thr Leu lie Gin His Qly Leu Pro Val His 
210 215 



<210> 16 



<211> 1254 

<212> DNA 

<213> Mortierella alpina 
<220> 



<221> CDS 

<222> (1)..(1251) 

<223> LPAAT 



<400> 16 



2 C 2 2 - = = = 



5 10 15 



£ s £ z r r cgg ctc 9gt ccc « - « ~ 

y Tor ser Ser Hxs Pro Arg Arg Leu Gly Pro Glu Met Asn Pro He 
20 25 30 

2 2 5 2 2 2 2 2 ; = = - = = = z 
= 2 2 2 2 2 2 £ 2 = 2 = 2 = s = 

60 

Se S! r ^ t9g CaC atC a * c — *» cag ggt cac 

Xle Ala Pro Gly val ^ Gln ^ H±s ^ ^ ^ ^ 9* cac 

2 5 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 h 
2 2 2 2 5 2 2 2 2 2 5 2 2 2 2 2 

105 

2 5 2 22 2 2 2 2 2 2 Z 2 £ 2 2 
=222222222222222 

135 140 
cac cag ate tac tct gac tgg atg tac etc tgg tcrc ttc fc^n •.»- 

Gta n = ^ ser s „ Met ^ tett ^ ^ 2 2 2 2 

9- g a 3 , 93 0 , 0 a3g 2 «g «, att att =tt ^ 3go gac otg 2 



48 



96 



144 



192 



240 



288 



336 



384 



432 



480 



528 
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Ala Glu Arg His Arg Ala Leu Lys lie He Leu Arg Gly Asp Leu Thr 

165 170 175 

tgg ate cct gtc ttt ggc tgg ggt atg egg ttc ttt gac ttt ate ttt 576 
Trp He Pro Val Phe Gly Trp Gly Met Arg Phe Phe Asp Phe He Phe 

180 185 190 

ttg aaa cgt aat gac tgg gca cac gat cgc cgt gee att gag gaa aac 624 
Leu Lys Arg Asn Asp Trp Ala His Asp Arg Arg Ala He Glu Glu Asn 

195 200 205 

ttg gga cgt gtc aag gaa aag gat ccc etc tgg etc gtg gtc ttc ccc 672 
Leu Gly Arg Val Lys Glu Lys Asp Pro Leu Trp Leu Val Val Phe Pro 

210 215 220 

gag gga aca gtc gtc tec aag gaa acg cgt etc cga tec gtt gee ttt 720 
Glu Gly Thr val Val Ser Lys Glu Thr Arg Leu Arg Ser Val Ala Phe 
225 2 30 235 240 

tea aag aag get agt ctg teg gat cac cgc cat gtg ctg ctt cca agg 768 
Ser Lys Lys Ala Ser Leu Ser Asp His Arg His Val Leu Leu Pro Arg 

245 250 255 

acc age ggt ctg ttt gtg tgc ate aac aag ttg cgt gga tct gtc gac 816 
Thr Ser Gly Leu Phe Val Cys He Asn Lys Leu Arg Gly Ser Val Asp 

260 265 270 

tac ttg tac gat gca acc gtt ggc tac teg aat gtc gag tat ggc gag 864 
Tyr Leu Tyr Asp Ala Thr Val Gly Tyr Ser Asn Val Glu Tyr Gly Glu 

275 280 285 

att ccg cag gag ctt tac ccg tta cca gga ctg tat ate aac aaa gca 912 
He Pro Gin Glu Leu Tyr Pro Leu Pro Gly Leu Tyr He Asn Lys Ala 

290 295 300 

cag ccc aag gag ate aac atg cac ctg cgt cga ttt gcg ate aag gat 960 
Gin Pro Lys Glu He Asn Met His Leu Arg Arg Phe Ala He Lys Asp 
305 310 315 320 

ate ccc acg tea gaa ccc gaa ttt gtg gaa tgg gtc cga get egg tgg 1008 
He Pro Thr Ser Glu Pro Glu Phe Val Glu Trp Val Arg Ala Arg Trp 

325 330 335 

gtg gag aag gat gag ttg atg gaa gag ttt tat acc aag ggc cga ttt 1056 
Val Glu Lys Asp Glu Leu Met Glu Glu Phe Tyr Thr Lys Gly Arg Phe 

340 345 350 

cca tea caa ctg acg gee gee gac att ggt gag aag gag gtc aag acg 1104 
Pro Ser Gin Leu Thr Ala Ala Asp He Gly Glu Lys Glu Val Lys Thr 

355 360 365 

gca gga ggt cca acg gag gga cag agt gtc agg ate ccg etc aag gcg 1152 
Ala Gly Gly Pro Thr Glu Gly Gin Ser Val Arg He Pro Leu Lys Ala 
370 375 380 

cga ggc atg atg gac tac etc atg ccc teg gtc atg aat ctg ate gee 12 00 

Arg Gly Met Met Asp Tyr Leu Met Pro Ser Val Met Asn Leu He Ala 
385 390 395 400 

ctt cct gtg ctg gcg ttt gcg atg aga tat gca gtg cag caa gca teg 1248 
Leu Pro Val Leu Ala Phe Ala Met Arg Tyr Ala Val Gin Gin Ala Ser 
^05 410 415 

ggc tga 1254 
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Gly 



<210> 17 

<211> 417 

<212> PRT 

<213> Mortierella alpina 

<400> 17 



Met Asp Glu Ser Thr Thr Thr Thr Thr His His Ser Glu Thr Ser Ser 

Lys Thr Ser Ser His Pro Arg Arg Leu Gly Pro Glu Met Asn Pro He 

20 25 30 

Tyr Lys Gly Leu Arg Ala He Val Trp Ala Phe Tyr Phe Asn Leu Gly 

35 40 45 

Ala Ser Leu He Ser He Thr Gin Val Leu Ser Leu Pro Leu Ala Leu 

50 55 60 

He Ala Pro Gly Val Tyr Gin Trp His He Ser Lys Thr Gin Gly His 
65 70 75 80 

Phe Gly Ala Phe Leu Leu Arg Met Asn Gin Leu Phe Ala Pro Ser Asp 

85 so 95 

He val Leu Thr Gly Asp Glu Ser val Arg Gly He Val Lys Val Tyr 

100 105 lao 

Lys Gly Arg Asn Leu Lys Glu Ala Gly Glu Pro Gly Ser Gly Gin Gly 

115 120 125 

Glu Asp He Leu Leu Asp Met Pro Glu Arg Met Val Phe He Ala Asn 

130 135 140 

His Gin He Tyr Ser Asp Trp Met Tyr Leu Trp Cys Phe Ser Tyr Phe 
145 150 155 160 

Ala Glu Arg His Arg Ala Leu Lys He He Leu Arg Gly Asp Leu Thr 

165 170 175 

Trp He Pro Val Phe Gly Trp Gly Met Arg Phe Phe Asp Phe He Phe 

180 185 190 

Leu Lys Arg Asn Asp Trp Ala His Asp Arg Arg Ala He Glu Glu Asn 

195 200 205 

Leu Gly Arg Val Lys Glu Lys Asp Pro Leu Trp Leu Val Val Phe Pro 

210 215 220 

Glu Gly Thr Val Val Ser Lys Glu Thr Arg Leu Arg Ser Val Ala Phe 
225 230 235 240 

Ser Lys Lys Ala Ser Leu Ser Asp His Arg His Val Leu Leu Pro Arg 

245 250 255 

Thr Ser Gly Leu Phe Val Cys He Asn Lys Leu Arg Gly Ser Val Asp 

260 265 270 

Tyr Leu Tyr Asp Ala Thr Val Gly Tyr Ser Asn Val Glu Tyr Gly Glu 

275 280 285 

He Pro Gin Glu Leu Tyr Pro Leu Pro Gly Leu Tyr He Asn Lys Ala 
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300 



Gin Pro Lys Glu He Asn Met His Leu Arg Arg Phe Ala He Lys Asp 

310 315 
He Pro Thr Ser Glu Pro Glu Phe Val Glu Trp Val Arg Ala Arg Tr^ 

325 330 335 

Val Glu Lys Asp Glu Leu Met Glu Glu Phe Tyr Thr Lys Gly Arg Phe 

340 345 350 

Pro ser Gin Leu Thr Ala Ala Asp He Gly Glu Lys Glu Val Lys Thr 



355 360 



365 



Ala Gly Gly Pro Thr Glu Gly Gin Ser Val Arg lie Pro Leu Lys Ala 

370 3 ?5 380 

Arg Gly Met Met Asp Tyr Leu Met Pro Ser Val Met Asn Leu He Ala 



395 400 



Leu Pro Val Leu Ala Phe Ala Met Arg Tyr Ala Val Gin Gin Ala Ser 



Gly 




<210> 


18 


<211> 


1170 


<212> 


DNA 


<213> 


Mortierella 


<220> 




<221> 


CDS 


<222> 


(1) . . (1167) 


<223> 


LPAAT 


<400> 


18 



405 410 



415 



atg aac cot ate tac aag ggt ctg cga gec att gtc tgg gec ttt tac 
Met Asn Pro He Tyr Lys Gly Leu Arg Ala He Val Trp Ala Phe Tyr 



10 



ttc aac ctg gga gcg teg ctt ata teg ate acg cag gtg ctg tl eta 
Phe Asn Leu Gly Ala Ser Leu He Ser He Thr Gin J£ J[ £ Hi 
20 25 30 

Pro Leu S T g T T " 9 9t ° ^ ^ CaC ^ *** — 

Pro Leu Ala Leu He Ala Pro Gly Val Tyr Gin Trp His He Ser Lys 



35 



40 



45 



aca cag ggt cae ttt gga get ttc ctg etc egg atg aac cag etc ttt 
Thr Gin Gly His Phe Gly Ala Phe Leu Leu Arg Met Asn Gin Leu Phe 
50 55 



60 



85 9Q 



48 



96 



144 



192 



240 



gcg ceg tea gat att gtc ttg aca ggg gac gag agt gte agg gga ate 
Ala Pro ser Asp He Val Leu Thr Gly Asp Glu Ser Val Z g Gly n 
! 70 7 5 80 

gte aag gte tac aaa gga egg aac ctg aag gag gec ggt gag cea gge 288 
Val Lys val Tyr Lys Gly Arg Asn Leu Lys Glu Ala Gly Glu Pro III 



95 
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age ggt cag gga gag gac att ctt ctg gat atg ccc gag agg atg gtt 
Ser Gly Gin Gly Glu Asp lie Leu Leu Asp Met Pro Glu Arg Met Val 

100 105 110 

ttc att gcg aac cac cag ate tac tct gac tgg atg tac etc tgg tgc 384 
Phe lie Ala Asn His Gin He Tyr Ser Asp Trp Met Tyr Leu Trp Cys 

115 120 125 

ttc tec tat ttt gca gag agg cac agg gca ctg aag att att ctt egg 
Phe Ser Tyr Phe Ala Glu Arg His Arg Ala Leu Lys He He Leu Arg 

130 135 i4 0 

ggc gac ctg ace tgg ate cct gtc ttt ggc tgg ggt atg egg ttc ttt 
Gly Asp Leu Thr Trp He Pro Val Phe Gly Trp Gly Met Arg Phe Phe 
145 «0 155 ~ iso 

gac ttt ate ttt ttg aaa cgt aat gac tgg gca cac gat cgc cgt gee 
Asp Phe He Phe Leu Lys Arg Asn Asp Trp Ala His Asp Arg Arg Ala 

165 170 175 

att gag gaa aac ttg gga cgt gtc aag gaa aag gat ccc etc tgg etc 576 
He Glu Glu Asn Leu Gly Arg Val Lys Glu Lys Asp Pro Leu Trp Leu 

180 185 190 

gtg gtc ttc ccc gag gga aca gtc gtc tee aag gaa acg cgt etc cga 
Val Val Phe Pro Glu Gly Thr Val Val Ser Lys Glu Thr Arg Leu Arg 

I 95 200 205 

tec gtt gee ttt tea aag aag get agt ctg teg gat cac cgc cat gtg 
Ser Val Ala Phe Ser Lys Lys Ala Ser Leu Ser Asp His Arg His Val 

21° 215 220 

ctg ctt cca agg ace age ggt ctg ttt gtg tgc ate aac aag ttg cgt 
Leu Leu Pro Arg Thr Ser Gly Leu Phe Val Cys He Asn Lys Leu Arg 
225 2 30 235 240 

gga tct gtc gac tac ttg tac gat gca ace gtt ggc tac teg aat gtc 768 
Gly Ser Val Asp Tyr Leu Tyr Asp Ala Thr Val Gly Tyr Ser Asn Val 

245 250 255 

gag tat ggc gag att ccg cag gag ctt tac ccg tta cca gga ctg tat 
Glu Tyr Gly Glu He Pro Gin Glu Leu Tyr Pro Leu Pro Gly Leu Tyr 

260 265 270 

ate aac aaa gca cag ccc aag gag ate aac atg cac ctg cgt cga ttt 
He Asn Lys Ala Gin Pro Lys Glu He Asn Met His Leu Arg Arg Phe 

275 280 285 

gcg ate aag gat ate ccc acg tea gaa ccc gaa ttt gtg gaa tgg gtc 
Ala He Lys Asp He Pro Thr Ser Glu Pro Glu Phe Val Glu Trp Val 

290 295 300 

cga get egg tgg gtg gag aag gat gag ttg atg gaa gag ttt tat acc 
Arg Ala Arg Trp Val Glu Lys Asp Glu Leu Met Glu Glu Phe Tyr Thr 
305 310 315 320 

aag ggc cga ttt cca tea oaa ctg acg gee gec gac att ggt gag aag 
Lys Gly Arg Phe Pro Ser Gin Leu Thr Ala Ala Asp He Gly Glu Lys 

325 330 335 

gag gtc aag acg gca gga ggt cca acg gag gga cag agt gtc agg ate 1056 
Glu Val Lys Thr Ala Gly Gly Pro Thr Glu Gly Gin Ser Val Arg He 
340 345 350 



624 



672 



720 



816 



864 



912 



960 



1008 
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ccg etc aag gcg cga ggc 
Pro Leu Lys Ala Arg Gly 
355 

aat ctg ate gec ctt cct 
Asn Leu lie Ala Leu Pro 
370 

cag caa gca teg ggc tga 
Gin Gin Ala Ser Gly 
385 



26 

atg atg gac tac etc atg 
Met Met Asp Tyr Leu Met 
360 

gtg ctg gcg ttt gcg atg 
Val Leu Ala Phe Ala Met 
375 3 80 



ccc teg gtc atg 1104 

Pro Ser Val Met 

365 

aga tat gca gtg 1152 
Arg Tyr Ala Val 

1170 



<210> 19 



<211> 389 

<212> PRT 

<213> Mortierella alpina 

<400> 19 



Met Asn Pro lie Tyr Lys Gly Leu Arg Ala lie Val Trp Ala Phe Tyr 

1 5 10 15 

Phe Asn Leu Gly Ala Ser Leu He Ser He Thr Gin Val Leu Ser Leu 

20 25 3 0 

Pro Leu Ala Leu He Ala Pro Gly Val Tyr Gin Trp His He Ser Lys 

35 40 45 

Thr Gin Gly His Phe Gly Ala Phe Leu Leu Arg Met Asn Gin Leu Phe 

50 55 go 

Ala Pro Ser Asp. He Val Leu Thr Gly Asp Glu Ser Val Arg Gly He 
65 70 75 80 

Val Lys Val Tyr Lys Gly Arg Asn Leu Lys Glu Ala Gly Glu Pro Gly 

85 9 o 95 

Ser Gly Gin Gly Glu Asp He Leu Leu Asp Met Pro Glu Arg Met Val 

100 105 110 

Phe He Ala Asn His Gin He Tyr Ser Asp Trp Met Tyr Leu Trp Cys 

H5 120 125 

Phe Ser Tyr Phe Ala Glu Arg His Arg Ala Leu Lys He He Leu Arg 

130 "5 140 

Gly Asp Leu Thr Trp He Pro Val Phe Gly Trp Gly Met Arg Phe Phe 
145 150 155 ~ iso 

Asp Phe He Phe Leu Lys Arg Asn Asp Trp Ala His Asp Arg Arg Ala 

1SS 170 175 

He Glu Glu Asn Leu Gly Arg Val Lys Glu Lys Asp Pro Leu Trp Leu 

180 185 190 

Val Val Phe Pro Glu Gly Thr Val Val Ser Lys Glu Thr Arg Leu Arg 

195 200 2 05 

Ser Val Ala Phe Ser Lys Lys Ala Ser Leu Ser Asp His Arg His Val 

21° 215 220 

Leu Leu Pro Arg Thr Ser Gly Leu Phe Val Cys He Asn Lys Leu Arg 
225 230 235 240 
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Gly Ser Val Asp Tyr Leu Tyr Asp Ala Thr Val Gly Tyr Ser Asn Val 

245 250 255 

Glu Tyr Gly Glu lie Pro Gin Glu Leu Tyr Pro Leu Pro Gly Leu Tyr 

260 265 270 

lie Asn Lys Ala Gin Pro Lys Glu lie Asn Met His Leu Arg Arg Phe 

275 280 285 

Ala lie Lys Asp lie Pro Thr Ser Glu Pro Glu Phe Val Glu Trp Val 

290 295 300 

Arg Ala Arg Trp Val Glu Lys Asp Glu Leu Met Glu Glu Phe Tyr Thr 
305 310 315 320 

Lys Gly Arg Phe Pro Ser Gin Leu Thr Ala Ala Asp lie Gly Glu Lys 

325 330 335 

Glu Val Lys Thr Ala Gly Gly Pro Thr Glu Gly Gin Ser Val Arg lie 

340 345 350 

Pro Leu Lys Ala Arg Gly Met Met Asp Tyr Leu Met Pro Ser Val Met 

355 360 365 

Asn Leu He Ala Leu Pro Val Leu Ala Phe Ala Met Arg Tyr Ala Val 

370 375 380 

Gin Gin Ala Ser Gly 
385 



<210> 20 



<211> 687 
<212> DNA 

<213> Shewanella hanedai 



<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (684) 

<223> LPAAT 



<400> 20 



atg tta ctg eta gca ttt 
Met Leu Leu Leu Ala Phe 
1 5 
ccg aga cat cgt gac aat 
Pro Arg His Arg Asp Asn 
20 

get gcg cca gta tta ggt 
Ala Ala Pro Val Leu Gly 
35 

gcg acg act gag cct tgt 
Ala Thr Thr Glu Pro Cys 
50 

gat atg ttt acc cat act 
Asp Met Phe Thr His Thr 



gtt ttt ggt ggt ctt gtt 
Val Phe Gly Gly Leu Val 
10 

gta cac atg ttc get aaa 
Val His Met Phe Ala Lys 
25 

ate aag gtc ata gta cgt 
He Lys Val He Val Arg 

40 

gtc ttt ttg gca aat cat 
Val Phe Leu Ala Asn His 
55 60 
gcg gca gta ccg aaa ggg 
Ala Ala Val Pro Lys Gly 



tgt tta tta aga 48 
Cys Leu Leu Arg 
15 

att ttc tec tat 96 
He Phe Ser Tyr 
30 

aaa cct age gta 144 

Lys Pro Ser Val 

45 

cag aat aat ttc 192 
Gin Asn Asn Phe 

acg gtc agt ctt 240 
Thr Val Ser Leu 



BASF Plant Science GmbH 



20011000 



PF 54409 DE 



28 

65 70 75 80 

gga aag aag agt tta get tgg gtg cct ttt ttt ggt cag att tac tgg. 288 

Gly Lys Lys Ser Leu Ala Trp Val Pro Phe Phe Gly Gin lie Tyr Trp 

85 90 95 

ttg tec ggt aat att eta att gac aga aaa aac cgc aat aga gcg ttt 336 
Leu Ser Gly Asn He Leu He Asp Arg Lys Asn Arg Asn Arg Ala Phe 

100 105 no 

gaa ace atg gcg caa ace gee aaa aag att aaa gat aag tgc tta tct 384 
Glu Thr Met Ala Gin Thr Ala Lys Lys He Lys Asp Lys Cys Leu Ser 

115 120 125 

ate tgg ata ttt ccg gaa ggt acg cgc tct cgt ggc aag ggc tta ttg 432 
He Trp He Phe Pro Glu Gly Thr Arg Ser Arg Gly Lys Gly Leu Leu 

130 135 140 

cct ttt aaa tct ggt gca ttt cat act gca ata gat gcg gga gtg get 480 
Pro Phe Lys Ser Gly Ala Phe His Thr Ala He Asp Ala Gly Val Ala 
145 150 155 160 

atg gta cct gtg ttg gca tea aat caa age cat ata aaa ctt aat cgt 52 8 

Met val Pro Val Leu Ala Ser Asn Gin Ser His He Lys Leu Asn Arg 

165 170 175 

tgg aat aat ggt gtg gtt att ate gag atg atg gat cca ate gaa act 576 
Trp Asn Asn Gly Val Val He He Glu Met Met Asp Pro He Glu Thr 

180 185 190 

aaa ggt ttg get aag tct cag gta aag gag ttg tct aaa cgt ate cac 624 
Lys Gly Leu Ala Lys Ser Gin Val Lys Glu Leu Ser Lys Arg He His 

195 200 205 

get atg atg teg aat cgt tta act cag ttg gat caa gaa get tea gee 672 
Ala Met Met Ser Asn Arg Leu Thr Gin Leu Asp Gin Glu Ala Ser Ala 

210 215 220 

tta atg gca aag taa 687 
Leu Met Ala Lys 
225 



<210> 21 

<211> 228 

<212> PRT 

<213> Shewanella hanedai 



<400> 21 



Met Leu Leu Leu Ala Phe Val Phe 
1 5 
Pro Arg His Arg Asp Asn Val His 
20 

Ala Ala Pro Val Leu Gly He Lys 

35 40 
Ala Thr Thr Glu Pro Cys Val Phe 
50 55 



Gly Gly Leu Val Cys Leu Leu Arg 

10 15 
Met Phe Ala Lys He Phe Ser Tyr 
25 30 
Val He Val Arg Lys Pro Ser Val 
45 

Leu Ala Asn His Gin Asn Asn Phe 
60 
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Asp Met Phe Thr His Thr Ala Ala Val Pro Lys Gly Thr Val Ser Leu 
" 70 75 80 

Gly Lys Lys Ser Leu Ala Trp Val Pro Phe Phe Gly Gin He Tyr Trp 

85 *° 95 

Leu ser Gly Asn He Leu He Asp Arg Lys Asn Arg Asn Arg Ala Phe 

100 105 110 

Glu Thr Met Ala Gin Thr Ala Lys Lys He Lys Asp Lys Cys Leu Ser 

115 120 125 

He Trp He Phe Pro Glu Gly Thr Arg Ser Arg Gly Lys Gly Leu Leu 

130 135 140 

Pro Phe Lys Ser Gly Ala Phe His Thr Ala He Asp Ala Gly Val Ala 



145 iso 155 



160 



Met Val Pro Val Leu Ala Ser Asn Gin Ser His He Lys Leu Asn Arg 

155 1 ?0 175 

Trp Asn Asn Gly Val Val He He Glu Met Met Asp Pro He Glu Thr 

180 185 190 

Lys Gly Leu Ala Lys Ser Gin Val Lys Glu Leu Ser Lys Arg He His 

195 200 205 

Ala Met Met Ser Asn Arg Leu Thr Gin Leu Asp Gin Glu Ala Ser Ala 

210 215 220 

Leu Met Ala Lys 

225 



<210> 22 



<211> 1352 

<212> DMA 

<213> Physcomitrella patens 
<220> 

<221> CDS 

<222> (39) . . (1340) 

<223> GPAT 



<400> 22 



ggccgcaagg taaccgoctt otgocgcaag ccttgact atg ccg teg ctg ttt egg 

Met Pro Ser Leu Phe Arg 
1 5 
gcg aaa cgc aat ggc aga agg acg ocg ggg aat gec gtg acc aat ttc 
Ala Lys Arg Asn Gly Arg Arg Thr Pro Gly Asn Ala Val Thr Asn Phe 

10 15 20 

ggg aaa tot gaa ttc cat cgt gaa att agt ggg agt acg egg gcg acc 
Gly Lys Ser Glu Phe His Arg Glu He Ser Gly Ser Thr Arg Ala Thr 

25 30 35 

acg cag gtg get gaa gec acc aca get ggt ctt agg gag acc att gag 
Thr Gin Val Ala Glu Ala Thr Thr Ala Gly Leu Arg Glu Thr He Glu 
40 « 50 



56 



104 



152 



200 
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gac cgc get att ate gac ggt cat tct cac agt ttt gaa gga att caa 
Asp Arg Ala He He Asp Gly His Ser His Ser Phe Glu Gly He Gin 
55 60 65 70 

teg gaa gaa gag ttg atg cag gta att gaa aag gag gtg gaa tec ggt 
Ser Glu Glu Glu Leu Met Gin Val He Glu Lys Glu Val Glu Ser Gly 

75 80 85 

egg ctg ccg aag cgt get ggc gcg gga atg gta gag ttg tat cgc aat 
Arg Leu Pro Lys Arg Ala Gly Ala Gly Met Val Glu Leu Tyr Arg Asn 

90 95 100 

tat cga gat get gta gtg age agt ggc gta gaa aat gcg atg gat att 
Tyr Arg Asp Ala Val Val Ser Ser Gly Val Glu Asn Ala Met Asp He 

105 110 115 

gtt gtg aaa gtc atg tea act gtg ttg gac egg att ctt ctg cag ttc 
val val Lys Val Met Ser Thr Val Leu Asp Arg He Leu Leu Gin Phe 

120 125 130 

gag gag cca ttc aca ttt gga teg cac cac aag aga atg gtg gag ccg 
Glu Glu Pro Phe Thr Phe Gly Ser His His Lys Arg Met Val Glu Pro 
"! 140 "5 150 

tat gat tac tac aea ttt ggt cag aac tat gtg cgt cct etc eta gat 
Tyr Asp Tyr Tyr Thr Phe Gly Gin Asn Tyr Val Arg Pro Leu Leu Asp 

155 160 165 

ttc agg aac tct tac ctt ggg aac tta aag ate ttt gac cag ata gag 
Phe Arg Asn Ser Tyr Leu Gly Asn Leu Lys He Phe Asp Gin He Glu 

170 175 180 

aag aac ctg aaa gag ggg cac aac gtc att ttt eta tec aat cac cag 
Lys Asn Leu Lys Glu Gly His Asn Val He Phe Leu Ser Asn His Gin 

185 190 195 

act gag gca gat cct get gtt atg gcg ctg ttg ctt gag cac tct cac 
Thr Glu Ala Asp Pro Ala Val Met Ala Leu Leu Leu Glu His Ser His 

200 205 210 

ccc tat ttg gca gag aac ttg acc tat gtg get gga gac agg gtt gtg 
Pro Tyr Leu Ala Glu Asn Leu Thr Tyr Val Ala Gly Asp Arg Val Val 
215 220 225 ~ 2 3o 

ctg gat cca ttc tgc aaa cct ttt agt atg ggc agg aat etc ttg tgc 
Leu Asp Pro Phe Cys Lys Pro Phe Ser Met Gly Arg Asn Leu Leu Cys 

235 240 245 

gtg tat tea aaa aag cac att cac gat gta ccg gac ctt get gaa atg 
Val Tyr Ser Lys Lys His He His Asp Val Pro Asp Leu Ala Glu Met 

250 255 260 

aaa ate aaa get aat gcg aag act ttg aga cag atg acg ate ctg ctg 
Lys He Lys Ala Asn Ala Lys Thr Leu Arg Gin Met Thr He Leu Leu 

265 270 275 

agg cag gga ggt caa tta tta tgg gta gca ccc agt ggt gga cgc gat 
Arg Gin Gly Gly Gin Leu Leu Trp Val Ala Pro Ser Gly Gly Arg Asn 

280 285 290 

cgc cot gat cct gag acc aac gaa tgg gtt cct gca cat ttt gac teg 
Arg Pro Asp Pro Glu Thr Asn Glu Trp Val Pro Ala His Phe Asp ser 
295 300 305 310 



248 



29S 



344 



392 



440 



488 



536 



584 



632 



680 



728 



776 



824 



872 



920 



968 
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tct get 
Ser Ala 

get cat 
Ala His 

cct gtc 
Pro Val 

age gga 
Ser Gly 
360 
gcg aag 
Ala Lys 
375 

gcg gca 
Ala Ala 



gtg gag 
Val Glu 

tta cat 
Leu His 
330 
cag gta 
Gin Val 
345 

gtt ggt 
Val Gly 



aat atg 
Asn Met 
315 

gec eta 
Ala Leu 

caa aag 
Gin Lys 

eta gee 
Leu Ala 



tta gtc 
Leu Val 

tgg age 
Trp Ser 



att tat 
He Tyr 

gaa cag 
Glu Gin 



ggt gac 

Gly Asp 
410 
ccc tgg 
Pro Trp 
425 



gac gat 
Asp Asp 
380 
gaa gtc 
Glu Val 
395 

caa ggt 
Gin Gly 

ttt gat 
Phe Asp 



aag cga eta 
Lys Arg Leu 

tea tta eta 
Ser Leu Leu 
335 

gag eta gga 
Glu Leu Gly 

350 
gtt tec gag 
Val Ser Glu 
365 

tec aaa aat 
Ser Lys Asn 

aat gat atg 
Asn Asp Met 

tgt get gtt 
Cys Ala Val 
415 

gga age agg 
Gly Ser Arg 
430 



31 

tct gac 
Ser Asp 
320 

tgt ttt 
Cys Phe 

gag cga 
Glu Arg 

caa eta 
Gin Leu 



gcg 
Ala 

tat 
Tyr 
400 
age 
Ser 



aag 
Lys 
385 
aac 
Asn 

aca 
Thr 



cga act 
Arg Thr 



att gtc cga gta cct 1016 
He Val Arg Val Pro 
325 

gag att atg cca cct 1064 
Glu He Met Pro Pro 
340 

aga gca gta gga ttt 1112 
Arg Ala Val Gly Phe 
355 

gat tat gat tec att 1160 
Asp Tyr Asp Ser He 
370 

gat gee ttt teg gat 1208 
Asp Ala Phe Ser Asp 
390 

gtg tta aaa gaa gca 1256 
Val Leu Lys Glu Ala 
405 

gat tec ttg aga ctg 1304 
Asp Ser Leu Arg Leu 
420 

gat tgaaaatagg gc 13 5 2 

Asp 



<210> 23 

<211> 434 

<212> PRT 

<213> Physcomitrella patens 

<400> 23 



Met Pro Ser 
1 

Asn Ala Val 

Gly Ser Thr 
35 

Leu Arg Glu 
50 

Ser Phe Glu 
65 

Lys Glu Val 
Val Glu Leu 
Glu Asn Ala 



Leu Phe Arg 
5 

Thr Asn Phe 
20 

Arg Ala Thr 

Thr He Glu 

Gly He Gin 
70 

Glu Ser Gly 
85 

Tyr Arg Asn 
100 

Met Asp He 



Ala Lys Arg 

Gly Lys Ser 
25 

Thr Gin Val 
40 

Asp Arg Ala 
55 

Ser Glu Glu 

Arg Leu Pro 

Tyr Arg Asp 
105 

Val Val Lys 



Asn Gly Arg 
10 

Glu Phe His 

Ala Glu Ala 

He He Asp 
60 

Glu Leu Met 
75 

Lys Arg Ala 
90 

Ala Val Val 
Val Met ser 



Arg Thr 

Arg Glu 

30 
Thr Thr 
45 

Gly His 

Gin Val 

Gly Ala 

Ser Ser 
110 
Thr Val 



Pro Gly 
15 

He Ser 

Ala Gly 

Ser His 

He Glu 

80 
Gly Met 
95 

Gly Val 
Leu Asp 
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115 120 125 

Arg He Leu Leu Gin Phe Glu Glu Pro Phe Thr Phe Gly Ser His His 

130 135 140 

Lys Arg Met Val Glu Pro Tyr Asp Tyr Tyr Thr Phe Gly Gin Asn Tyr 
145 150 155 160 

Val Arg Pro Leu Leu Asp Phe Arg Asn Ser Tyr Leu Gly Asn Leu Lys 

165 170 175 

He Phe Asp Gin He Glu Lys Asn Leu Lys Glu Gly His Asn Val He 

180 185 190 

Phe Leu ser Asn His Gin Thr Glu Ala Asp Pro Ala Val Met Ala Leu 

195 200 205 

Leu Leu Glu His Ser His Pro Tyr Leu Ala Glu Asn Leu Thr Tyr Val 

210 215 220 

Ala Gly Asp Arg Val Val Leu Asp Pro Phe Cys Lys Pro Phe Ser Met 
225 230 235 240 

Gly Arg Asn Leu Leu Cys Val Tyr Ser Lys Lys His He His Asp Val 

245 250 255 

Pro Asp Leu Ala Glu Met Lys He Lys Ala Asn Ala Lys Thr Leu Arg 

260 255 270 

Gin Met Thr He Leu Leu Arg Gin Gly Gly Gin Leu Leu Trp Val Ala 

275 280 285 

Pro Ser Gly Gly Arg Asp Arg Pro Asp Pro Glu Thr Asn Glu Trp Val 

290 295 3 0 o 

Pro Ala His Phe Asp Ser Ser Ala Val Glu Asn Met Lys Arg Leu Ser 
305 310 315 " 320 

Asp He Val Arg val Pro Ala His Leu His Ala Leu ser Leu Leu Cys 

325 330 335 

Phe Glu He Met Pro Pro Pro Val Gin Val Gin Lys Glu Leu Gly Glu 

340 345 350 

Arg Arg Ala Val Gly Phe Ser Gly Val Gly Leu Ala Val Ser Glu Gin 

355 360 365 

Leu Asp Tyr Asp Ser He Ala Lys Leu Val Asp Asp Ser Lys Asn Ala 

370 375 380 

Lys Asp Ala Phe Ser Asp Ala Ala Trp Ser Glu Val Asn Asp Met Tyr 
385 390 395 ~ 400 

Asn Val Leu Lys Glu Ala He Tyr Gly Asp Gin Gly Cys Ala Val Ser 

405 410 415 

Thr Asp ser Leu Arg Leu Glu Gin Pro Trp Phe Asp Gly Ser Arg Arg 
420 425 430 

Thr Asp 



<210> 24 

<211> 444 

<212> DHA 

<213> Physcoraitrella patens 
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<220> 

<221> CDS 

<222> (1)..(444) 

<223 > GPAT/LPAAT 

<400> 24 



atg ate egg att ttc aga ggg caa eea tet gtg gtt cat gtg cae gtg 
Met lie Arg He Phe Arg Gly Gin Pro Ser Val Val His Val His Val 



5 10 15 



agg egg gtc cct atg tet gat ctg cet gag gga gee aae gcg att tct 
Arg Arg Val Pro Met Ser Asp Leu Pro Glu Gly Ala Asa Ala He Ser 
20 25 30 

Z T ^ ^ ttfc ^ ^ ga ° gat °» Ct * 8-W -* 

Lys Trp cys Hxs Asp Ala Phe His He Lys Asp Asp Arg Leu Glu Gin 

40 

eae gaa aaa gag aat aeg ttt ggg gag gac ttg tat att ect att gaa 
Hxs Glu Lys Glu Asn Thr Phe Gly Glu Asp Leu Tyr He Pro He Glu 

50 55 go 

egg eea ctt aaa cet ett att att gtg ate tee tgg gec ate act ttg 
Arg Pro Leu Lys Pro Leu He He Val He Ser Trp Ala He Thr Leu 

o5 



70 



75 



80 

etg get gea gca tgg tgg ttt eta aga cga gtt tta tee act tgg aaa 
Leu Ala Ala Ala Trp Trp Phe Leu Arg Arg Val Leu Ser Thr Trp Lys 



85 



90 



95 



gga ate gec tgg gtg gca gga gta etc gtg gtc gtc atg ctg tgt gtc 
Gly lie Ala Trp Val Ala Gly val Leu Val Val Val Met Leu Cys val 



ioo 105 



110 



48 



96 



144 



192 



240 



288 



336 



384 



432 



gi! T T a ^ ^ ^ tCg gaa aga a3t tca * at «* gea 

Gin He Leu Val Met Ser Ser Gin Ser Glu Arg Ser Ser Asp Pro Ala 

115 120 125 

get aag aag gec aat caa aaa cag gcg get tct gtt get eac etc ggc 
Ala Lys Lys Ala Asn Gin Lys Gin Ala Ala Ser Val Ala His Leu Gly 

130 "5 140 

aaa acg gac tga 

Lys Thr Asp 444 
145 

<210> 25 

<211> 147 
<212> PRT 

<213> Physcomitrella patens 
<400> 25 

Met He Arg He Phe Arg Gly Gin Pro Ser Val Val His Val His Val 
5 10 15 
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Arg Arg val Pro Met Ser Asp Leu Pro Glu Gly Ala Asn Ala He Ser 
20 2 5 30 



^ TrP ^ S H±S As * Pte "is Lys Asp Asp Arg Leu Glu Gln 

His Glu Lys Glu Asn Thr Phe Gly Glu Asp Leu Tyr He Pro He Glu 

50 55 60 

Arg Pro Leu Lys Pro Leu He He val He Ser Trp Ala He &r Leu 

70 7 5 60 

Leu Ala Ala Ala Trp Trp Phe Leu Arg Arg Val Leu Ser Thr Trp Lys 

85 £Q 
Gly lie Ala Trp Val Ala Gly Val Leu Val Val Val Met Leu Val 

100 «5 11Q 

Gin He Leu Val Met Ser Ser Gin Ser Glu Arg Ser Ser Asp Pro Ala 



115 120 



Ala Lys Lys Ala Asn Gin Lys Gin Ala Ala Ser Val Ala His Leu Gly 
130 135 



140 

Lys Thr Asp 
145 



<210> 26 



<211> 1710 

<212> DNA 

<213> Physcomitrella patens 
<220> 

<221> CDS 

<222> (246) . . (1394) 

<2 23 > GPAT/LPAAT 

<400> 26 



gaattcgccc tttctctttt tcgtgctgct ccagccgata ttcatgacct gcccgggcag 
gtcacattgc gtgttggcca tgtcctggtt gcagctctcg tgaccc t cao gctcgcgag! 
ggcaccgctc gtcttctgcc tcttgcttgc tcttgcttgc tttctgagga acagccccag 
ctccggcacc agcataaggt cgtgtaggga gagagagaga gggggagaga agtLgcttg 
gagtc atg gag ggc ggg ggc tec ata ate get ctt cct ctg ggg ctt ata 
Met Glu Gly Gly Gly Ser He He Ala Leu Pro Leu Gly Leu Met 



5 15 



ttc etc ttc tec ggg ttc ttt ate aat ate etg eag ctg ctg teg ata 
Phe Leu Phe Ser Gly Phe Phe He Asn He Leu Gin Le! Le! Ser Val 
20 0 c 

^u Phe n! r g r fctt tcg ag9 agg gcg tac C9a *» ** aat «* 

Leu Phe He Leu Pro Phe Ser Arg Arg Ala Tyr Arg Val Val Asn Met 

35 4° 45 

att atg atg gag gtg ctg tgg tcg gag ctt ata tgg ctg ctg gat tgg 
Xle Met Met Glu Val Leu Trp ser Glu Leu He Trp La! Leu Asp ^ 

30 cc ~ 

55 60 



60 
120 
180 
240 
290 



338 



386 



434 
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tgg gcg aat gtg aag gtg aag gtt tac acg cca aag gag teg tgg gag 482 
Trp Ala Asn Val Lys Val Lys Val Tyr Thr Pro Lys Glu Ser Trp Glu 

65 70 75 

cac tta gga aag gag cac gca tta etc att tgt aat cac cgc agt gac 530 
His Leu Gly Lys Glu His Ala Leu Leu He Cys Asn His Arg ser Asp 
80 85 9 o ~ 95 

ata gat tgg etc gta gga tgg att att gee cag aga ttg ggg tgt eta 578 
He Asp Trp Leu Val Gly Trp He He Ala Gin Arg Leu Gly Cys Leu 

100 105 110 

ggt ggg act cga get gtt atg aag aag tec acc aaa ttt ctt ccg gtc 626 
Gly Gly Thr Arg Ala Val Met Lys Lys Ser Thr Lys Phe Leu Pro Val 

115 120 125 

att ggc tgg tct atg tgg ttt tea gag tat gtg ttt tta tea aga gat 674 
He Gly Trp Ser Met Trp Phe Ser Glu Tyr Val Phe Leu Ser Arg Asp 

130 135 140 

tgg gee aaa gat gag aag gtc ttg aag aat ggt tat tea agt ctt aag 722 
Trp Ala Lys Asp Glu Lys Val Leu Lys Asn Gly Tyr Ser Ser Leu Lys 

145 150 155 

ggc ttc ccc agg acc ttg tgg gtg get ctt ttt gtg gaa ggc act cga 770 
Gly Phe Pro Arg Thr Leu Trp Val Ala Leu Phe Val Glu Gly Thr Arg 
160 165 170 * i7 5 

ttt acg aag gee aaa ctt gag get gee caa aaa ttt gca gcg gat aca 818 
Phe Thr Lys Ala Lys Leu Glu Ala Ala Gin Lys Phe Ala Ala Asp Thr 

180 185 iso 

ggg eta egt gtt cca agg cat gtg ctt gtt cct cgc aca aaa ggg ttc 866 
Gly Leu Arg Val Pro Arg His Val Leu Val Pro Arg Thr Lys Gly Phe 

195 200 205 

gtt teg get. gtg gag aac ttg egt gaa ttt gtt ccg gta gtt tat gac 914 
Val Ser. Ala Val . Glu Asn Leu Arg Glu Phe Val Pro Val Val Tyr Asp 

210 215 220 

atg aec gtt get ata tct aaa gag ctg ccc aat cct aca atg ate egg 962 
Met Thr Val Ala He Ser Lys Glu Leu Pro Asn Pro Thr Met He Arg 

225 230 235 

att ttc aga ggg caa oca tct gtg gtt cat gtg cac gtg aga egg gtc 1010 
He Phe Arg Gly Gin Pro Ser Val Val His Val His Val Arg Arg Val 
240 245 2 50 255 

cct atg tct gat ctg cot gag gga gee aac gcg att tct aaa tgg tgt 1058 
Pro Met Ser Asp Leu Pro Glu Gly Ala Asn Ala He Ser Lys Trp Cys 

260 265 270 

cac gat gee ttt cac ate aag gac gat egg ctg gag cag cac gaa aaa 1106 
His Asp Ala Phe His He Lys Asp Asp Arg Leu Glu Gin His Glu Lys 

275 280 285 

gag aat acg ttt ggg gag gac ttg tat att cct att gaa egg cca ctt 1154 
Glu Asn Thr Phe Gly Glu Asp Leu Tyr He Pro He Glu Arg Pro Leu 

290 295 300 

aaa cct ctt att att gtg ate tec tgg gee ate act ttg ctg get gca 1202 
Lys Pro Leu He He Val He Ser Trp Ala He Thr Leu Leu Ala Ala 
305 310 31s 
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gca tgg tgg ttt eta aga cga gtt tta tec aet tgg aaa gga ate ace 

£ ^ ^ S ^ ^ ^ T **• Z Xle E 

5 330 
tgg gtg gca gga gta ctc gtg gtc ate atci efc« t-^ ~* 335 
Trp val Ala Gly Val Leu Val val 2 2 r ~ 9 tta 

LSU CyS Val Gin He Leu 

345 

StS atg teg tea =aa tea g„ aga agt tc , * 50 
~ « ser ser «. s « Gln ^ te ser ^ « £ - £ £ 

360 365 

gec aat caa aaa cag g C g <r C t tct om- r^*. ~ 

a a cx: = " £T ct cac ctc crcrc aaa a^rr ^« 

* - £ - ° ln ~* - - ~ -a Hi. L e» £ y Z £ £ 

3 75 380 

accttgS* ==e"Se« «:" 9i,aat "-^tact etagecaaga attgtttgj 

SSS SSS SSS sr- 

«"a~ t t™ ~~ — - 3= 

<210> 27 



<211> 383 

<212> PRT 

<213> Physcomitrella patens 

<400> 27 



Me* «, Gly 01 y Q ly s . r Ile Ile Ala ,e, P ro Leu «, lea » t Phe 
I- Phe Ser Gly Phe. P he Ile Asn ^ ^ ^ ^ ^ ^ £ ^ 

P*e lie Leu Pro Phe Ser Arg Arg £ Tyr ^ Val ^ ^ ^ 

40 

«et Met «u val ^ Trp s „ olu Le „ Ue ^ ^ « ^ t ^ 

^ 5 60 
Ala Asn val Lys Val Lys Val Tyr ^ Pro Lys ^ Ser ^ 

70 ?5 

LSU ^ ^ G1U f S Ala **» Xle Cys Asn His Arg Ser Asp xL 

90 

Asp Trp Le U vax Gly Trp Xle He Ala Gin Arg Leu Gly cys Zu Gly 

105 

Gly Thr Arg Ala Val Met Lys Lys Ser Thr T. v « t>t,» t 

y iiys aer inr Lys Phe Leu Pro Val He 
120 125 
Gly Trp ser Met Trp Phe Ser Glu Tyr Val Phe Leu Ser Arg Asp Trp 

135 i 4 q 

Ala Lys Asp Glu Lys Val L eu Lys As* Gly Tyr Ser Ser Leu Lys Gly 

155 

Phe Pro Arg Thr Leu Trp Val Ala Leu Phe Val Glu Gly Thr Arg Phe 



1250 



1298 



1346 



1394 



1454 
1514 
1574 
1634 
1694 
1710 
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165 170 175 

Thr Lys Ala Lys Leu Glu Ala Ala Gin Lys Phe Ala Ala Asp Thr Gly 

180 185 190 

Leu Arg Val Pro Arg His Val Leu Val Pro Arg Thr Lys Gly Phe Val 

195 200 205 

Ser Ala Val Glu Asn Leu Arg Glu Phe Val Pro Val Val Tyr Asp Met 

210 215 220 

Thr Val Ala lie Ser Lys Glu Leu Pro Asn Pro Thr Met lie Arg He 
225 230 235 240 

Phe Arg Gly Gin Pro Ser Val Val His Val His Val Arg Arg Val Pro 

245 250 255 

Met Ser Asp Leu Pro Glu Gly Ala Asn Ala He Ser Lys Trp Cys His 

260 265 270 

Asp Ala Phe His He Lys Asp Asp Arg Leu Glu Gin His Glu Lys Glu 

275 280 285 

Asn Thr Phe Gly Glu Asp Leu Tyr He Pro He Glu Arg Pro Leu Lys 

290 295 300 

Pro Leu He He Val He Ser Trp Ala He Thr Leu Leu Ala Ala Ala 
305 310 315 320 

Trp Trp Phe Leu Arg Arg Val Leu Ser Thr Trp Lys Gly He Ala Trp 

325 330 335 

Val Ala Gly Val Leu Val Val Val Met Leu Cys Val Gin He Leu Val 

340 345 350 

Met Ser Ser Gin Ser Glu Arg Ser Ser Asp Pro Ala Ala Lys Lys Ala 

355 360 365 

Asn Gin Lys Gin Ala Ala Ser Val Ala His Leu Gly Lys Thr Asp 
370 375 380 

<210> 28 

<211> 628 

<212> DNA 

<213> Cryptocodinium cohnii 
<220> 

<221> CDS 

<222> (3).. (578) 

<223> DAGAT 

<400> 28 

tt gat gat tgg ate gcc gcg ttg gcg act get tgt gca age acg gat 47 
Asp Asp Trp He Ala Ala Leu Ala Thr Ala Cys Ala Ser Thr Asp 
15 io 15 

999 gtt acg gac gtc gac age ctg aag ccc tea gca agt gca gtt ccc 95 

Gly Val Thr Asp Val Asp Ser Leu Lys Pro Ser Ala Ser Ala Val Pro 
20 25 30 

cat gga ccc ccc aag gcg aag gtc agt gag eta teg gcc ctg cgc aag 143 
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His Gly Pro Pro Lys Ala Lys Val Ser Glu Leu Ser Ala Leu Arg Lys 



40 



45 



gtg cac aat cga aac egg acc age gtt ttg acc aac gag gac gga ggc 
Val His Asn Arg Asn Arg Thr Ser Val Leu Thr Asa Glu Asp fly Gly 



55 so 



att oct gag tgc aac gtt gtg ggg ate gtg aae ete tgt gtt aet gtg 
He Pro Glu Cys Asn Val Val Gly lie Val Asn Leu Cys Val Thr Val 

65 — - 



70 75 



m!? f °, ^ ^ C3 ° ° tC att tat gag a * c atc «W aag eae 

Met val Leu He His Leu Arg Leu He Tyr Glu Ser He Arg Lys His 



85 90 95 



It r T 9 ^ aC<= ° 9g ^ 5CS 9CC Cac acc * ca ct <= *ag 
Gly Val Leu Leu Asp Thr Phe Arg val Ala Ala His Thr Ala Leu Lys 

100 105 ll0 

cca ggt aae tte eag tgt aeg ett tgt ttc tte get ttg eeg gte etg 
Pro Gly Asn Phe Gin Cys Thr Leu Cys Phe Phe Ala Leu Pro Val Leu 

gee ate ttg geg aee tte att gag gte ttg geg age aag gga eag ttg 
Ala He Leu Ala Thr Phe He Glu Val Leu Ala Ser Lys Gly Gin Leu 



130 135 



140 



III T T g T Ctt ^ ^ CCt tgC Cgg gCt «* tac «t etg 

Gly lie ser Leu Arg Glu His Pro Ala Cys Arg Ala Leu Tyr Asn Leu 

5 150 155 

cot tac cat ccc tgt cot ggt cat cca cca ctt tea ggc aac tec tct 
Pro Tyr Hxs Pro Cys Pro Gly His Pro Pro Leu Ser Gly Asn Ser Ser 
160 ™5 170 175 

cgt ggg age etc gtt get gat tge tgc gae cac tct ctt ett gaa agt 
Arg Gly Ser Leu Val Ala Asp cys Cys Asp His Ser Leu Leu Glu Ser 

180 185 190 

tgg tgagettege: ecaegtgaat tggetetegg egaeagtgga aggcgatgga 



191 



239 



287 



335 



383 



431 



479 



527 



575 



628 



<210> 29 

<211> 192 
<212> PRT 

<213> Crypt ocodinium cohnii 
<400> 29 

Asp Asp Trp He Ala Ala Leu Ala 
1 5 
Val Thr Asp Val Asp Ser Leu Lys 
20 

Gly Pro Pro Lys Ala Lys Val Ser 
35 40 



Thr Ala Cys Ala Ser Thr Asp Gly 

10 15 
Pro Ser Ala Ser Ala Val Pro His 
25 30 
Glu Leu Ser Ala Leu Arg Lys Val 
45 
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His Asn Arg Asn Arg Thr Ser Val Leu Thr Asn Glu Asp Gly Gly He 



50 55 60 



Pro Glu Cys Asn Val Val Gly He Val Asn Leu Cys Val Thr Val Met 

65 70 75 80 

Val Leu He His Leu Arg Leu lie Tyr Glu Ser He Arg Lys His Gly 

85 90 95 

Val Leu Leu Asp Thr Phe Arg Val Ala Ala His Thr Ala Leu Lys Pro 



1°° 105 



110 



Gly Asn Phe Gin Cys Thr Leu Cys Phe Phe Ala Leu Pro Val Leu Ala 

115 120 125 

He Leu Ala Thr Phe He Glu Val Leu Ala Ser Lys Gly Gin Leu Gly 

130 "5 140 

He Ser Leu Arg Glu His Pro Ala Cys Arg Ala Leu Tyr Asn Leu Pro 

l 45 • 150 155 160 

Tyr His Pro Cys Pro Gly His Pro Pro Leu Ser Gly Asn Ser Ser Arg 

X65 170 175 

Gly ser Leu Val Ala Asp Cys Cys Asp His Ser Leu Leu Glu Ser Trp 

180 185 190 

<210> 30 



<211> 1272 

<212> DNA 

<213> Cryptocodinium cohnii 
<220> 

<221> CDS 

<222> (164) . . (1120) 

<223> DAGAT 



<400> 30 



ggacactgac atggactgaa ggagtagaaa gccgtagcca ttttggctca agctccagtg 
aacagtcgcg ccctgactgc agaggggtgc ggcacaaacc ctcagataca cacacatccc 
gtgagtttat agattcttgt ctcgcgctct tcttgtgcaa gcg atg get gga aag 

Met Ala Gly Lys 



1 



tgg atg ctg etc agt ggt ggt gca goa get gca gcg ttg gcg ctt ctg 
Trp Met Leu Leu Ser Gly Gly Ala Ala Ala Ala Ala Leu Ala Leu Leu 

5 10 15 20 

gag ggc acc cag ctt cga gcg teg aca teg gca cgc gec egg ata ttg 
Glu Gly Thr Gin Leu Arg Ala Ser Thr Ser Ala Arg Ala Arg He Leu 



25 30 



35 



ctg gtt teg ttg gca gca tat etc cca aeg tac etc gat gga age gag 
Leu val ser Leu Ala Ala Tyr Leu Pro Thr Tyr Leu Asp Gly Ser Glu 

40 45 50 

tac egg get gee cct cga cga age gag cga gec tea ccg gtc eta caa 
Tyr Arg Ala Ala Pro Arg Arg Ser Glu Arg Ala Ser Arg val Leu Arg 



60 
120 
175 



223 



271 



319 



367 
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40 

55 60 65 

cag ttg tac aaa gtc atg gta aat tgg ttc ttc aca ate aaa egg cca 415 
Gin Leu Tyr Lys Val Met Val Asn Trp Phe Phe Thr lie Lys Arg Pro 

70 75 80 

gta ate gag get tec gaa gag ctg aca get tgt gac cag tgc ate ttg 463 
Val He Glu Ala Ser Glu Glu Leu Thr Ala Cys Asp Gin Cys lie Leu 
85 ^O 95 100 

gcg gtc cat ccc cat gga gta cct. tct etc gac cat ttg ctg acg gtc 511 
Ala Val His Pro His Gly Val Pro Ser Leu Asp His Leu Leu Thr Val 

105 no 115 

ate gee tat gat cct gac ttg gaa egg gtg ttg ccc . cag ttg egg aga 559 
He Ala Tyr Asp Pro Asp Leu Glu Arg Val Leu Pro Gin Leu Arg Arg 

120 125 130 

agt gee ttg agt gca ggt gtc ctg ttc aag att ccc att ctg cgc gag 
Ser Ala Leu Ser Ala Gly Val Leu Phe Lys He Pro He Leu Arg Glu 

135 140 145 

gtc ctt ctg tgg act ggc tgt gtc gac get ggc ggg aag ace gtg gac 655 
Val Leu Leu Trp Thr Gly Cys Val Asp Ala Gly Gly Lys Thr Val Asp 

150 155 160 

tct tgc ttg aag get ggt etc age ctt tct gtt gtg ccc ggc ggc gaa 703 
Ser Cys Leu Lys Ala Gly Leu Ser Leu Ser Val Val Pro Gly Gly Glu 
165 170 175 180 

cgc gag caa ctt etc gca cag cga ggg aac aag gaa ate etc gtg ctg 751 
Arg Glu Gin Leu Leu Ala Gin Arg Gly Asn Lys Glu He Leu Val Leu 

185 190 195 

aaa cac agg aag ggc ttt gtc aag tac gee ttg agg cat ggc att ccg 
Lys His Arg Lys Gly Phe Val Lys Tyr Ala Leu Arg His Gly He Pro 

200 205 210 

ttg gta cct gtg tat tgc ttc ggc gag aac caa ctt ttt tgg cag tec 847 
Leu Val. Pro Val Tyr Cys Phe Gly Glu Asn Gin Leu Phe Trp Gin Ser 

215 220 225 

tec ttc etc ttc aag gtt cgc agt tgg ctg egg cgc act ctg gga gtg 
Ser Phe Leu Phe Lys Val Arg Ser Trp Leu Arg Arg Thr Leu Gly Val 

230 235 240 

gcg etc gtg ttg ccc tac gga ggc tgc tgc aat ctg cct ggt gtg ccc 
Ala Leu Val Leu Pro Tyr Gly Gly Cys Cys Asn Leu Pro Gly Val Pro 
245 250 255 260 

ttc teg gag ccg gtg cag etc gtc gtc gga get ccc ttg aag ctt ccg 991 
Phe Ser Glu Pro Val Gin Leu Val Val Gly Ala Pro Leu Lys Leu Pro 

265 270 275 

aag ate gaa gag ccg age gga gtg gaa ata gee aag tgg cac get egg 1039 
Lys He Glu Glu Pro Ser Gly Val Glu He Ala Lys Trp His Ala Arg 

280 285 290 

tac atg gag tgt ttg gaa gee ttg ttc aag egg cac cga gtt gaa get 1087 
Tyr Met Glu Cys Leu Glu Ala Leu Phe Lys Arg His Arg Val Glu Ala 

295 300 305 

gga tat cct gaa ttg gaa etc gag ttc ate tga aggtttcaag tttacatgtg 1140 
Gly Tyr Pro Glu Leu Glu Leu Glu Phe He 



799 



895 



943 
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310 315 
tctcacagtc ctccgotctg agccccactc attgtagtta ctcttctatg tgtgcaacgt 1200 
cgaccacagg agttaccgtc aaagacggtt gctccttgct gcttcgagag aaaaaaaaaa 1260 



aaaaaaaaaa aa 

<2io> 31 

<211> 318 
<212> PRT 

<213> Cryptocodinium cohnii 
<400> 31 

Met Ala Gly Lys Trp Met Leu Leu Ser Gly Gly Ala Ala Ala Ala Ala 

15 10 15 

Leu Ala Leu Leu Glu Gly Thr Gin Leu Arg Ala Ser Thr Ser Ala Arg 

20 25 30 

Ala Arg lie Leu Leu Val Ser Leu Ala Ala Tyr Leu Pro Thr Tyr Leu 

35 4 0 45 

Asp Gly Ser Glu Tyr Arg Ala Ala Pro Arg Arg Ser Glu Arg Ala Ser 

50 55 60 

Arg val Leu Arg Gin Leu Tyr Lys Val Met Val Asn Trp Phe Phe Thr 
65 7 ° 75 80 

He Lys Arg Pro Val He Glu Ala Ser Glu Glu Leu Thr Ala Cys Asp 

85 90 95 

Gin Cys He Leu Ala Val His Pro His Gly Val Pro Ser Leu Asp His 

100 105 110 

Leu Leu Thr Val He Ala Tyr Asp Pro Asp Leu Glu Arg Val Leu Pro 

115 120 i2B 

Gin Leu Arg Arg Ser Ala Leu Ser Ala Gly Val Leu Phe Lys He Pro 

130 135 140 

He Leu Arg Glu Val Leu Leu Trp Thr Gly Cys Val Asp Ala Gly Gly 
145 150 155 160 

Lys Thr Val Asp Ser Cys Leu Lys Ala Gly Leu Ser Leu Ser Val Val 

165 170 1?5 

Pro Gly Gly Glu Arg Glu Gin Leu Leu Ala Gin Arg Gly Asn Lys Glu 

180 135 190 

He Leu Val Leu Lys His Arg Lys Gly Phe Val Lys Tyr Ala Leu Arg 

195 200 205 

His Gly He Pro Leu Val Pro Val Tyr Cys Phe Gly Glu Asn Gin Leu 

210 215 220 

Phe Trp Gin Ser Ser Phe Leu Phe Lys Val Arg Ser Trp Leu Arg Arg 
225 23 ° 235 240 

Thr Leu Gly Val Ala Leu Val Leu Pro Tyr Gly Gly Cys Cys Asn Leu 

245 250 255 

Pro Gly Val Pro Phe Ser Glu Pro Val Gin Leu Val Val Gly Ala Pro 

260 265 270 

Leu Lys Leu Pro Lys He Glu Glu Pro Ser Gly val Glu He Ala Lys 



1272 
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275 280 285 

Trp His Ala Arg Tyr Met Glu Cys Leu Glu Ala Leu Phe Lys Arg His 

290 295 300 

Arg val Glu Ala Gly Tyr Pro Glu Leu Glu Leu Glu Phe lie 
305 310 31S 

<210> 32 



<211> 448 
<212> DNA 

<213> Cryptocodinium cohnii 



<220> 

<221> CDS 

<222> (1)..(426) 

<223> DAGAT 



<400> 32 



ate aag atg gtg ccg ttt ttg aag aac gtg ctg ggg etc ttt ggg ctg 48 
lie Lys Met Val Pro Phe Leu Lys Asn Val Leu Gly Leu Phe Gly Leu 
15 10 is 

ate gac gcg age aag cag gtg ttg gtc aag cga ttg aag cgc cca ggt 96 
He Asp Ala Ser Lys Gin Val Leu Val Lys Arg Leu Lys Arg Pro Gly 

20 25 30 

ggt tec ctg gtg att tac ate gga ggg atg gtg gag etc ttc atg tec i 44 
Gly ser Leu Val lie Tyr lie Gly Gly Met Val Glu Leu Phe Met Ser 

35 40 45 

age ccc aag cag gaa gtc gtc ttc ttg aag aag agg aag ggt ttt ate 192 
Ser Pro Lys Gin Glu Val Val Phe Leu Lys Lys Arg Lys Gly Phe lie 

50 55 go 

cga etc get ctg age aca ggt gec gat gtc gtg ccg ate tac ttg ttc 240 
Arg Leu Ala Leu Ser Thr Gly Ala Asp Val Val Pro He Tyr Leu Phe 
65 70 75 80 

ggc aac acc ace gtg etc tea gtg ctg acc get ggc cct ctg gee tct 288 
Gly Asn Thr Thr Val Leu Ser Val Leu Thr Ala Gly Pro Leu Ala Ser 

85 90 95 

ctg age cgt gec gec ggg gtg tea gtg acc att ttt tgg gga cgc ttc 33 6 

Leu Ser Arg Ala Ala Gly Val Ser Val Thr He Phe Trp Gly Arg Phe 

100 105 110 

ggc ttg ccg atg ccc tac ccc gtc aag etc acc tat gec cgt ggc cgt 384 
Gly Leu Pro Met Pro Tyr Pro Val Lys Leu Thr Tyr Ala Arg Gly Arg 

115 120 125 

ccc ate ggt etc cct cat ate gaa ate eta cag atg aga cat 426 
Pro He Gly Leu Pro His He Glu He Leu Gin Met Arg His 

130 135 X40 

tgaccgttgg catgacgtgt ac 

448 
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<210> 33 



<211> 142 
<212> PRT 

<213> Cryptocodinium cohnii 



<400> 33 



He Lys Met. Val Pro Phe Leu Lys Asn Val Leu Gly Leu Phe Gly Leu 

15 10 15 

He Asp. Ala Ser Lys Gin Val Leu Val Lys Arg Leu Lys Arg Pro Gly 

20 25 30 

Gly Ser Leu Val He Tyr He Gly Gly Met Val Glu Leu Phe Met Ser 

35 40 45 

Ser Pro Lys Gin Glu Val Val Phe Leu Lys Lys Arg Lys Gly Phe He 

50 55 go 

Arg Leu Ala Leu Ser Thr Gly Ala Asp Val Val Pro He Tyr Leu Phe 
65 70 75 so 

Gly Asn Thr Thr Val Leu Ser Val Leu Thr Ala Gly Pro Leu Ala Ser 

85 90 95 

Leu Ser Arg Ala Ala Gly Val Ser Val Thr He Phe Tip Gly Arg Phe 

100 105 110 

Gly Leu Pro Met Pro Tyr Pro Val Lys Leu Thr Tyr Ala Arg Gly Arg 

115 120 125 

Pro He Gly Leu Pro His He Glu He Leu Gin Met Arg His 
130 135 140 

<210> 34 



<211> 1757 

<212> DMA 

<213> Physcomitrella patens 
<220> 

<221> CDS 

<222> (76) . . (1578) 

<223> LCAT 



<400> 34 



ggcgcgocag aggacgagac aagggggact tgtgagaatc ttcgagcttc aacctgtcaa 60 
gcttcggtct ocacc atg tgt tea att tct tgt gga toe act cog oag caa ill 
Met Cys Ser He Ser Cys Gly Ser Thr Pro Gin Gin 
1 5 io 

etc tgt cat tac agg aag age ggg gag ctg att aca aga aag agt cgc 159 
Leu Cys His Tyr Arg Lys Ser Gly Glu Leu He Thr Arg Lys Ser Arg 

15 20 25 

gca get att egg tgg tgg agg tat ggc caa caa tge aag gtg ctg ttg 207 
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Ala Ala lie Arg Trp Trp Arg Tyr Gly Gin Gin Cys Lys Val Leu Leu 

30 35 40 

ccg ttg gat ttg att cga tea teg tct eaa ttc tte ate gta gtt etc 255 
Pro Leu Asp Leu He Arg Ser Ser Ser Gin Phe Phe He Val Val Leu 
45 50 55 60 

act ctg acg etc ttc ctg ttc acc acg tgt gga get gtg cat act gcg 303 
Thr Leu Thr Leu Phe Leu Phe Thr Thr cys Gly Ala Val His Thr Ala 

65 70 75 

gca eaa gac aga tea ttc gea aca ttg age caa aga tea aga gcg tct 351 
Ala Gin Asp Arg Ser Phe Ala Thr Leu Ser Gin Arg Ser Arg Ala Ser 

80 85 go 

etc ttc agt gtg gga egg gca caa gca agg aac aaa cac cat ttg gcg 399 
Leu Phe Ser Val Gly Arg Ala Gin Ala Arg Asn Lys His His Leu Ala 

95 100 105 

ccg gtg gtc ata gtt cca ggc ace ggc ggg aat caa eta gag gee agg 447 
Pro Val Val He Val Pro Gly Thr Gly Gly Asn Gin Leu Glu Ala Arg 

110 H5 120 

ttg aca get gat tac gag get aac aag cca tgg tgc tac age ttc aga 495 
Leu Thr Ala Asp Tyr Glu Ala Asn Lys Pro Trp Cys Tyr Ser Phe Arg 
125 130 135 140 

aaa gat tac ttc agg ttg tgg ctg gat gtg aaa aca ctg ttt cca cct 543 
Lys Asp Tyr Phe Arg Leu Trp Leu Asp Val Lys Thr Leu Phe Pro Pro 

145 150 155 

ttc acg acg tgt ttc gee gac cgc ctg age ttg gac tac aac ccg cag 591 
Phe Thr Thr Cys Phe Ala Asp Arg Leu Ser Leu Asp Tyr Asn Pro Gin 

160 i6s 17Q 

tec gat gee tat age aac ate aag gge gtg aag acg egg gta ccg ttt 639 
Ser Asp Ala Tyr Ser Asn He Lys Gly Val Lys Thr Arg Val Pro Phe 

175 180 las 

ttt ggt act acc gaa gga atg gag tac ctg gat ccc tea etc aaa ttc 687 
Phe Gly Thr Thr Glu Gly Met Glu Tyr Leu Asp Pro Ser Leu Lys Phe 

190 195 200 

ttg aca ggc tac atg ata cac ttg gtg aac gca tta aaa get cat ggt 735 
Leu Thr Gly Tyr Met He His Leu Val Asn Ala Leu Lys Ala His Gly 
205 21 ° 215 220 

tae gag aac gga aag tea tta tac gga get cca tac gac ttt egg ttc 
Tyr Glu Asn Gly Lys Ser Leu Tyr Gly Ala Pro Tyr Asp Phe Arg Phe 

225 230 235 

gca ccg ggg cca cat gca tec aac gta get eta gag tac ctg aaa gac 
Ala Pro Gly Pro His Ala Ser Asn Val Ala Leu Glu Tyr Leu Lys Asp 

240 245 250 

ctg aaa gat etc ata gaa acc gcg tac tea gta aat gee aac gag ccg 
Leu Lys Asp Leu He Glu Thr Ala Tyr Ser Val Asn Ala Asn Glu Pro 

255 260 265 

gtg gtc ate etc get cac age atg ggc ggg ttg tgg act etc ttc ttc 
Val Val He Leu Ala His Ser Met Gly Gly Leu Trp Thr Leu Phe Phe 

270 275 280 

ctg aac cag caa tec atg gag tgg agg aac aaa tac gtt tec ego ttt 



783 



831 



879 



927 



975 
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Leu Asn Gin Gin Ser Met Glu Trp Arg Asn Lys Tyr Val Ser Arg Phe 

285 29 ° 295 300 

gtg tct gta get acc ccg tgg gga ggg gcg gtc gaa cag atg atg acc 1023 

Val Ser Val Ala Thr Pro Trp Gly Gly Ala Val Glu Gin Met Met Thr 

305 310 315 

ttc gca tec ggc aat ccg gag gga gtt ccc ttt gtg aac tec ctg gtc 1071 
Phe Ala Ser Gly Asn Pro Glu Gly Val Pro Phe Val Asn Ser Leu Val 

320 325 330 

gtg cgc gaa gag cag egg cgc tea gag tct aae ttg tgg ctg ctg cca 1119 
Val Arg Glu Glu Gin Arg Arg Ser Glu Ser Asn Leu Trp Leu Leu Pro 

335 340 345 

gtg egg cgc tgc ttc aga gac cga cca ttg gta att acc teg teg cgc 1167 
Val Arg Arg Cys Phe Arg Asp Arg Pro Leu Val lie Thr Ser Ser Arg 

350 355 360 

aac tac aca get ggg gac atg gaa cag ttt ctg tgc gac ate ggt ttc 1215 
Asn Tyr Thr Ala Gly Asp Met Glu Gin Phe Leu Cys Asp He Gly Phe 
365 3 ™ 375 380 

cct gaa ggg gtc gcg cca tac aaa tec egg ata ccg cac eta acg gac 1263 
Pro Glu Gly Val Ala Pro Tyr Lys Ser Arg He Pro His Leu Thr Asp 

385 390 395 

att eta caa cct cct caa gtc ccc gtc acc eta att cac ggc tat ggc 1311 
He Leu Gin Pro Pro Gin Val Pro Val Thr Leu He His Gly Tyr Gly 

400 405 410 

gtg ccg acg gcg gag aca eta age tac gag aag aag gga ttc gac aac 1359 
Val Pro Thr Ala Glu Thr Leu Ser Tyr Glu Lys Lys Gly Phe Asp Asn 

415 420 425 

cat cec gaa ate aca gaa ggt gat ggc gac ggg acg gtg aat gtg tgc 1407 
His Pro Glu He Thr Glu Gly Asp Gly Asp Gly Thr Val Asn Val Cys 

430 435 440 

age ttg acc gcg gtg gtt gag gaa tgg gag cga gtc gca ggt cag gag 1455 
Ser Leu Thr Ala Val Val Glu Glu Trp Glu Arg Val Ala Gly Gin Glu 
445 45 ° 455 46O 

ttg gaa atg att gcg ctg cat ggc aaa caa cat atg caa ate ttg cac 1503 
Leu Glu Met He Ala Leu His Gly Lys Gin His Met Gin He Leu His 

465 470 475 

gac gac cat tct gtg caa gtg ate gtg gac gee att etc aat gtt acc 1551 
Asp Asp His Ser Val Gin Val He Val Asp Ala He Leu Asn Val Thr 

480 485 490 

cca cag gaa cag ctt atg ttc cae taa gccctaatcg taaccctaaa 1593 
Pro Gin Glu Gin Leu Met Phe His 
495 500 
cctagctcca atccteacag gatcaggeca eattctcctt gaaaaacagc ataaggtcga 1658 
ttctccgeag cctctcttcc attccacetc cccctttgta tctctctcca ttcaattgta 1718 
caattgtttt tttattcaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaa 1 757 



<210> 35 
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<211> 500 
<212> PRT 

<213> Physcomitrella patens 



<400> 35 



Met Cys Ser He Ser Cys Gly Ser Thr Pro Gin Gin Leu Cys His Tyr 

1 5 io is 

Arg Lys Ser Gly Glu Leu He Thr Arg Lys Ser Arg Ala Ala He Arg 

20 25 30 

Trp Trp Arg Tyr Gly Gin Gin Cys Lys Val Leu Leu Pro Leu Asp Leu 

35 40 45 

He Arg Ser Ser Ser Gin Phe Phe He Val Val Leu Thr Leu Thr Leu 

50 55 60 

Phe Leu Phe Thr Thr Cys Gly Ala Val His Thr Ala Ala Gin Asp Arg 
65 70 75 80 

Ser Phe Ala Thr Leu Ser Gin Arg Ser Arg Ala Ser Leu Phe Ser Val 

85 90 95 

Gly Arg Ala Gin Ala Arg Asn Lys His His Leu Ala Pro Val Val He 

100 105 no 

Val Pro Gly Thr Gly Gly Asn Gin Leu Glu Ala Arg Leu Thr Ala Asp 

115 120 125 

Tyr Glu Ala Asn Lys Pro Trp Cys Tyr Ser Phe Arg Lys Asp Tyr Phe 

130 135 140 

Arg Leu Trp Leu Asp Val Lys Thr Leu Phe Pro Pro Phe Thr Thr Cys 
145 150 155 160 

Phe Ala Asp Arg Leu Ser Leu Asp Tyr Asn Pro Gin Ser Asp Ala Tyr 

165 170 175 

Ser Asn He Lys Gly Val Lys Thr Arg Val Pro Phe Phe Gly Thr Thr 

180 185 190 

Glu Gly Met Glu Tyr Leu Asp Pro Ser Leu Lys Phe Leu Thr Gly Tyr 

195 200 205 

Met He His Leu Val Asn Ala Leu Lys Ala His Gly Tyr Glu Asn Gly 

210 215 220 

Lys Ser Leu Tyr Gly Ala Pro Tyr Asp Phe Arg Phe Ala Pro Gly Pro 
225 230 235 240 

His Ala Ser Asn Val Ala Leu Glu Tyr Leu Lys Asp Leu Lys Asp Leu 

2 45 250 255 

He Glu Thr Ala Tyr Ser Val Asn Ala Asn Glu Pro Val Val He Leu 

260 265 270 

Ala His Ser Met Gly Gly Leu Trp Thr Leu Phe Phe Leu Asn Gin Gin 

275 280 285 

Ser Met Glu Trp Arg Asn Lys Tyr Val Ser Arg Phe Val Ser Val Ala 

2 90 295 300 

Thr Pro Trp Gly Gly Ala Val Glu Gin Met Met Thr Phe Ala Ser Gly 
305 310 315 320 

Asn Pro Glu Gly Val Pro Phe Val Asn Ser Leu Val Val Arg Glu Glu 
325 330 335 
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Gin Arg Arg Ser Glu Ser Asn Leu Trp Leu Leu Pro Val Arg Arg Cys 

340 345 350 

Phe Arg Asp Arg Pro Leu Val He Thr Ser Ser Arg Asn Tyr Thr Ala 

355 360 365 

Gly Asp Met Glu Gin Phe Leu Cys Asp He Gly Phe Pro Glu Gly Val 

370 375 380 

Ala Pro Tyr Lys Ser Arg He Pro His Leu Thr Asp He Leu Gin Pro 
385 3 *0 395 400 

Pro Gin Val Pro Val Thr Leu He His Gly Tyr Gly Val Pro Thr Ala 

4 °5 410 415 

Glu Thr Leu Ser Tyr Glu Lys Lys Gly Phe Asp Asn His Pro Glu He 

420 425 430 

Thr Glu Gly Asp Gly Asp Gly Thr Val Asn Val Cys Ser Leu Thr Ala 

43 $ 440 445 

Val Val Glu Glu Trp Glu Arg Val Ala Gly Gin Glu Leu Glu Met He 

450 455 460 

Ala Leu His Gly Lys Gin His Met Gin He Leu His Asp Asp His Ser 
465 470 475 * 480 

Val Gin Val He Val Asp Ala He Leu Asn Val Thr Pro Gin Glu Gin 
4 85 490 495 

Leu Met Phe His 
500 



<210> 36 



<211> 1893 

<212> DNA 

<213> Fusarium graminaeum 
<220> 

<221> CDS 

<222> (1)..(1893) 

<223> LCAT 



<400> 36 



atg gga aag tec act tta 
Met Gly Lys Ser Thr Leu 
1 5 
aac gat age gec gac get 
Asn Asp Ser Ala Asp Ala 
20 

get gag ccg acc aca cac 
Ala Glu Pro Thr Thr His 
35 

acc cga aaa cgc cgc aac 
Thr Arg Lys Arg Arg Asn 
50 



cga cgc egg aat ggc caa 
Arg Arg Arg Asn Gly Gin 
10 

gac gac act ccg aga gaa 
Asp Asp Thr Pro Arg Glu 
25 

gtt cga gtt gtt caa cac 
Val Arg Val Val Gin His 
40 

acc ttc gtc ttc ttc ctt 
Thr Phe Val Phe Phe Leu 
55 so 



gat gcg aca aat 48 
Asp Ala Thr Asn 
15 

gaa age cca acg 96 
Glu Ser Pro Thr 
30 

gee gtg ccc aga 144 

Ala Val Pro Arg 

45 

ggt agt ttg ttt 192 

Gly Ser Leu Phe 



BASF Plant Science GmbH 



20011000 



PF 54409 DE 



48 

gga att ata gcc gcc gga ttt ttc get tec age aat gat ctt att gac 240 

Gly lie lie Ala Ala Gly Phe Phe Ala Ser Ser Asn Asp Leu lie Asp 

65 70 75 80 

etc ccc gag ttt ace gac ttg teg atg gat aac ttg atg gat gtt ctg 288 

Leu Pro Glu Phe Thr Asp Leu Ser Met Asp Asn Leu Met Asp val Leu 

85 90 95 

cct gcc ggc ttg ata aag gac atg cgc gac ctt gtt cag ggc gag egg 336 
Pro Ala Gly Leu lie Lys Asp Met Arg Asp Leu Val Gin Gly Glu Arg 

100 105 no 

gac att gcc gaa teg tac gag cca ttc tct gtt ggc gaa aag get cga 384 
Asp lie Ala Glu Ser Tyr Glu Pro Phe Ser Val Gly Glu Lys Ala Arg 

115 120 125 

tec gag ggt eta gga gtt cac cat cct atg ate atg ata cct ggt gtt 432 
Ser Glu Gly Leu Gly Val His His Pro Met He Met He Pro Gly Val 

130 135 140 

ate tea act gga etc gaa teg tgg ggt acg get aat ate teg aaa ccc 480 
He Ser Thr Gly Leu Glu Ser Trp Gly Thr Ala Asn He Ser Lys Pro 
145 150 155 160 

tac ttt aga aaa cga ctt tgg ggt agt tgg aca atg atg aga get ctg 528 
Tyr Phe Arg Lys Arg Leu Trp Gly Ser Trp Thr Met Met Arg Ala Leu 

165 170 175 

gtt atg gac aag gag gtt tgg aag aag cac gtc atg etc gac aag agg 576 
Val Met Asp Lys Glu Val Trp Lys Lys His Val Met Leu Asp Lys Arg 

180 185 190 

acg ggc ctt gac ccg cct gac gta aag ttg agg get gcc caa ggg ttc 624 
Thr Gly Leu Asp Pro Pro Asp Val Lys Leu Arg Ala Ala Gin Gly Phe 

195 200 205 

gat gcg acc gat ttc ttc ate acg gga tat tgg ate tgg age aaa ate 672 
Asp Ala Thr Asp Phe Phe He Thr Gly Tyr Trp He Trp Ser Lys He 

210 215 220 

ttt gag aat etc gca tec ate ggc tac gac cca acg aac teg ttc acg 720 
Phe Glu Asn Leu Ala Ser He Gly Tyr Asp Pro Thr Asn Ser Phe Thr 
225 230 235 240 

get get tac gat tgg cgc ttg teg tat ccc aac ctt gag gta egg gac 768 
Ala Ala Tyr Asp Trp Arg Leu Ser Tyr Pro Asn Leu Glu Val Arg Asp 

245 250 255 

cgc tac ttc act egg eta aag teg cat ate gaa ate gcg gtg gcc act 816 
Arg Tyr Phe Thr Arg Leu Lys Ser His He Glu He Ala Val Ala Thr 

260 265 270 

gag gac aaa aaa gtc gtc etc gca tea cac agt atg ggg age caa gtc 864 
Glu Asp Lys Lys Val Val Leu Ala Ser His Ser Met Gly Ser Gin Val 

275 280 285 

ctt tac tat ttt etc cac tgg gtg cag tea gaa aga ggc gga cgc ggt 912 
Leu Tyr Tyr Phe Leu His Trp Val Gin Ser Glu Arg Gly Gly Arg Gly 

290 295 300 

ggg ccg gat tgg gtt gag cgt cac att gac gcc tgg ate aac ate age 960 
Gly Pro Asp Trp Val Glu Arg His He Asp Ala Trp He Asn He Ser 
305 310 315 320 
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gga tgc atg ctt gga gca gtc aag gat ttg acc get gtg etc tec gge 1008 
Gly Cys Met Leu Gly Ala Val Lys Asp Leu Thr Ala Val Leu Ser Gly 

325 330 335 

gag atg cgc gac aca get caa ctg aac ccg ttc get att tae gge ctg i056 
Glu Met Arg Asp Thr Ala Gin Leu Asn Pro Phe Ala lie Tyr Gly Leu 

340 345 350 

gaa aag ttc ttg agt aaa gag gag aga gec gag ate ttt cgc gge atg n 04 
Glu Lys Phe Leu Ser Lys Glu Glu Arg Ala Glu He Phe Arg Gly Met 

355 360 365 

ccc ggg ata tec tec atg ttg ccc ate gge gge aac tct gta tgg ggt ns 2 
Pro Gly He Ser Ser Met Leu Pro He Gly Gly Asn Ser Val Trp Gly 

370 375 38O 

aac ttg acc tgg get cca gac gac ttg cca gge cag aac cgt tea tat 1200 
Asn Leu Thr Trp Ala Pro Asp Asp Leu Pro Gly Gin Asn Arg Ser Tyr 

400 

gga tct etc ttg aac ttt agg gtc ggt teg aac tgg aca act cct gat 1248 
Gly Ser Leu Leu Asn Phe Arg Val Gly ser Asn Trp Thr Thr Pro Asp 

405 410 415 

cgt aac ttt acc gtc gag gaa ggt gtg tec tat ttg ctt aac aca acg 1296 
Arg Asn Phe Thr Val Glu Glu Gly Val Ser Tyr Leu Leu Asn Thr Thr 

420 425 43 0 

gag gac tgg tat caa gac cag ate aag gge agt tat tot egg gge att 1344 
Glu Asp Trp Tyr Gin Asp Gin He Lys Gly Ser Tyr Ser Arg Gly He 
«5 44 0 445 

get cat tec ata gat gag gtc gaa gee aat gag aat gac ccc aag aag 1392 
Ala His Ser He Asp Glu Val Glu Ala Asn Glu Asn Asp Pro Lys Lys 

450 455 4 6 o 

tgg ate aat cct etc gag acg cga ttg cca ctt get cct age etc aag 1440 
Trp He Asn Pro Leu Glu Thr Arg Leu Pro Leu Ala Pro Ser Leu Lys 
465 470 475 48 o 

ate tac tgc ttt tat ggt gtt gga aaa ccg acc gag cga ggg tac ttc 1488 
He Tyr Cys Phe Tyr Gly Val Gly Lys Pro Thr Glu Arg Gly Tyr Phe 

485 490 495 

tat aag cca ccg gat cag cca tea ttg acc aac etc aac ate aca ata i 536 
Tyr Lys Pro Pro Asp Gin Pro Ser Leu Thr Asn Leu Asn He Thr He 

500 505 510 

gat acg gge tat acc gaa gga gac gtg gat cat gge gtt gtc atg gge 1584 
Asp Thr Gly Tyr Thr Glu Gly Asp Val Asp His Gly Val Val Met Gly 

515 520 525 

gag gga gat ggt acc gtg aac etc etc agt aca gge tae atg tgt aat 1632 
Glu Gly Asp Gly Thr Val Asn Leu Leu Ser Thr Gly Tyr Met Cys Asn 

530 535 540 

cat gge tgg aat atg aaa cgc tac aac cca gca gge gtc aag gtt aca 1680 
His Gly Trp Asn Met Lys Arg Tyr Asn Pro Ala Gly Val Lys Val Thr 

550 555 56O 

gtt gtc gag atg cct cac gag ccg gac cge tto aat cct cga gga ggg i 72 8 
Val Val Glu Met Pro His Glu Pro Asp Arg Phe Asn Pro Arg Gly Gly 
565 570 575 
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cct cgc acg gcc gac cac 
Pro Arg Thr Ala Asp His 
580 

gag ttg ctg tta cga gta 
Glu Leu Leu Leu Arg Val 
595 

tat gtt gtg age aac ate 
Tyr Val Val Ser Asn lie 
610 

gat gat gag gag act tea 
Asp Asp Glu Glu Thr Ser 
625 630 



50 

gtt gac ate ttg ggg cga 
Val Asp lie Leu Gly Arg 
585 

gcg age ggc aaa ggt gac 
Ala Ser Gly Lys Gly Asp 
600 

aaa gaa tat gca tec agg 
Lys Glu Tyr Ala Ser Arg 
615 620 
tag 



tac aac ctg aac 1776 
Tyr Asn Leu Asn 
590 

acg att acg aac 1824 

Thr lie Thr Asn 

605 

gtt aag att tac 1872 
Val Lys He Tyr 

1893 



<210> 37 

<211> 630 

<212> PRT 

<213> Fusarium graminaeum 



<400> 37 



Met Gly Lys Ser Thr Leu Arg Arg Arg Asn Gly Gin Asp Ala Thr Asn 

15 10 15 

Asn Asp Ser Ala Asp Ala Asp Asp Thr Pro Arg Glu Glu Ser Pro Thr 

20 25 30 

Ala Glu Pro Thr Thr His Val Arg Val Val Gin His Ala Val Pro Arg 

35 40 45 

Thr Arg Lys Arg Arg Asn Thr Phe Val Phe Phe Leu Gly Ser Leu Phe 

50 55 60 

Gly He He Ala Ala Gly Phe Phe Ala Ser Ser Asn Asp Leu lie Asp 
65 70 75 80 

Leu Pro Glu Phe Thr Asp Leu Ser Met Asp Asn Leu Met Asp Val Leu 

85 90 95 

Pro Ala Gly Leu He Lys Asp Met Arg Asp Leu Val Gin Gly Glu Arg 

100 105 110 

Asp He Ala Glu Ser Tyr Glu Pro Phe Ser Val Gly Glu Lys Ala Arg 

115 120 125 

Ser Glu Gly Leu Gly Val His His Pro Met He Met He Pro Gly Val 

130 135 140 

He Ser Thr Gly Leu Glu Ser Trp Gly Thr Ala Asn He Ser Lys Pro 
145 150 155 160 

Tyr Phe Arg Lys Arg Leu Trp Gly Ser Trp Thr Met Met Arg Ala Leu 

165 170 175 

Val Met Asp Lys Glu Val Trp Lys Lys His Val Met Leu Asp Lys Arg 

180 185 190 

Thr Gly Leu Asp Pro Pro Asp Val Lys Leu Arg Ala Ala Gin Gly Phe 

195 200 205 

Asp Ala Thr Asp Phe Phe He Thr Gly Tyr Trp He Trp Ser Lys He 
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Phe Glu Asn Leu Ala Ser He Gly Tyr Asp Pro Thr Asn Ser Phe Thr 



210 215 220 



225 

240 



230 235 



Ala Ala Tyr Asp Trp Arg Leu Ser Tyr Pro Asn Leu Glu Val Arg Asp 

245 250 255 

Arg Tyr Phe Thr Arg Leu Lys Ser His He Glu He Ala Val Ala Thr 

260 265 270 

Glu Asp Lys Lys Val Val Leu Ala Ser His Ser Met Gly Ser Gin Val 

280 285 
Leu Tyr Tyr Phe Leu His Trp Val Gin Ser Glu Arg Gly Gly Arg Gly 

290 295 3 00 

Gly Pro Asp Trp Val Glu Arg His He Asp Ala Trp He Asn He Ser 

T 

Gly Cys Met Leu Gly Ala Val Lys Asp Leu Thr Ala Val Leu Ser Gly 

325 330 335 

Glu Met Arg Asp Thr Ala Gin Leu Asn Pro Phe Ala He Tyr Gly Leu 

340 345 350 

Glu Lys Phe Leu Ser Lys Glu Glu Arg Ala Glu He Phe Arg Gly Met 

355 360 365 

Pro Gly He Ser Ser Met Leu Pro He Gly Gly Asn Ser Val Trp Gly 

370 375 ago 

Asn Leu Thr Trp Ala Pro Asp Asp Leu Pro Gly Gin Asn Arg Ser Tyr 
385 390 395 ~ 4 oo 

Gly Ser Leu Leu Asn Phe Arg Val Gly Ser Asn Trp Thr Thr Pro Asp 

* » . 410 4 " 

Arg Asn Phe Thr Val Glu Glu Gly Val Ser Tyr Leu Leu Asn Thr Thr 

420 i2s 430 

Glu Asp Trp Tyr Gin Asp Gin He Lys Gly Ser Tyr Ser Arg Gly He 

435 440 445 

Ala His Ser He Asp Glu Val Glu Ala Asn Glu Asn Asp Pro Lys Lys 

450 455 460 

Trp He Asn Pro Leu Glu Thr Arg Leu Pro Leu Ala Pro Ser Leu Lys 
465 470 475 48Q 

He Tyr Cys Phe Tyr Gly Val Gly Lys Pro Thr Glu Arg Gly Tyr Phe 

485 490 495 

Tyr Lys Pro Pro Asp Gin Pro Ser Leu Thr Asn Leu Asn He Thr He 

500 505 510 

Asp Thr Gly Tyr Thr Glu Gly Asp Val Asp His Gly Val Val Met Gly 

515 520 525 

Glu Gly Asp Gly Thr Val Asn Leu Leu Ser Thr Gly Tyr Met Cys Asn 

530 535 540 

His Gly Trp Asn Met Lys Arg Tyr Asn Pro Ala Gly Val Lys Val Thr 

"f 550 555 560 

val val Glu Met Pro His Glu Pro Asp Arg Phe Asn Pro Arg Gly Gly 

565 570 575 

Pro Arg Thr Ala Asp His Val Asp He Leu Gly Arg Tyr Asn Leu Asn 

580 585 590 

Glu Leu Leu Leu Arg Val Ala Ser Gly Lys Gly Asp Thr He Thr Asn 
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595 600 605 

Tyr Val val Ser Asn lie Lys Glu Tyr Ala Ser Arg val Lys He Tvr 

610 «IS 620 

Asp Asp Glu Glu Thr Ser 



625 



630 



<210> 38 

<211> 849 

<212> DNA 

<213> Caenorhabditis elegans 



<220> 
<221> 
<222> 



CDS 

(1) . . (849) 



<223> Acyl-CoArLysophospholipid-Acyltransferase 



<400> 38 



atg gag 
Met Glu 
1 

ttc att 
Phe lie 

teg ttt 
Ser Phe 

aca atg 
Thr Met 

50 
cac teg 
His Ser 
65 

tat gga 
Tyr Gly 



aac ttc 
Asn Phe 

tta ■ tat 
Leu Tyr 

20 
tat tac 
Tyr Tyr 
35 

ate cct 
lie Pro 

ttt ttc 
Phe Phe 

tat gaa 
Tyr Glu 



tgg teg ate 
Trp Ser lie 
5 

aac ata teg 
Asn lie Ser 

ttc aca att 
Phe Thr lie 



aat cat 
Asn His 

aag aat 
Lys Asn 

ttc aat 
Phe Asn 
130 
aac cgt 
Asn Arg 



cag agt 
Gin Ser 
100 
tgt gtt 
Cys Val 
115 

etc gga 
Leu Gly 

gaa cgt 
Glu Arg 



tct 
Ser 

tat 
Tyr 

aaa 
Lys 
85 
tct 
Ser 



tgg eta 
Trp Leu 

55 
tgg tgt 
Trp cys 

70 

aca caa 
Thr Gin 

etc gac 
Leu Asp 



gtc gtg ttt 
Val Val Phe 
10 

aca gta tgc 
Thr Val Cys 
25 

tta ttg cat 
Leu Leu His 
40 

aat ggg aag 
Asn Gly Lys 

aaa tgg act 
Lys Trp Thr 



ttt eta etc tea 
Phe Leu Leu Ser 



gta atg atg 
Val Met Met 

gee tac ttt 
Ala Tyr Phe 
135 

gcg atg get 
Ala Met Ala 



gtt gaa 
Val Glu 

att eta 
He Leu 
105 
aaa cga 
Lys Arg 

120 

tec aac 
Ser Asn 



ggt 

Gly 
90 
teg 
Ser 

att 
He 

aca 
Thr 



tea gtt gat 
Ser Val Asp 



cac tac 
His Tyr 

gga atg 
Gly Met 

ggt get 
Gly Ala 

60 
ggt gtt 
Gly Val 
75 

ccg get 
Pro Ala 

at g gca 
Met Ala 

ctt gee 
Leu Ala 

ate ttc 
He Phe 
140 
tat tgt 
Tyr Cys 



tat atg 
Tyr Met 

30 
gaa gtt 
Glu Val 
45 

gat tac 
Asp Tyr 

cat aca 
His Thr 

gta gtt 
Val Val 



tea 
Ser 

tat 
Tyr 
125 
ate 
He 



ate 
He 
110 
gtt 
Val 

gat 
Asp 



gca tct 
Ala Ser 



att etc 
He Leu 
15 

egg att 
Arg He 

tgt gtt 
Cys Val 

gtg ttt 
Val Phe 

aca gtc 
Thr Val 

80 
att tgt 
He Cys 
95 

tgg ccg 
Trp Pro 

cca ttc 
Pro Phe 

cga tat 
Arg Tyr 

gaa atg 
Glu Met 



48 



96 



144 



192 



240 



288 



336 



384 



432 



480 



BASF Plant Science GmbH 



20011000 



PF 54409 DE 



53 

145 "0 155 i 6 o 

aag aac aga aat ctt aaa ctt tgg gta ttt ccg gaa gga aca aga aat 528 

Lys Asn Arg Asn Leu Lys Leu Trp Val Phe Pro Glu Gly Thr Arg Asn 

165 170 175 

cgt gaa gga ggg ttc att cca ttc aag aaa gga gca ttc aat att gca 576 
Arg Glu Gly Gly Phe lie Pro Phe Lys Lys Gly Ala Phe Asn He Ala 

180 185 190 

gtt cgt gcg cag att ccc att att cca gtt gta ttc tea gac tat egg 624 
Val Arg Ala Gin He Pro He He Pro Val Val Phe Ser Asp Tyr Arg 

I 95 200 205 

gat ttc tac tea aag cca ggc cga tat ttc aag aat gat gga gaa gtt 672 
Asp Phe Tyr Ser Lys Pro Gly Arg Tyr Phe Lys Asn Asp Gly Glu Val 

210 215 220 

gtt att cga gtt ctg gat gcg att cca aca aaa ggg etc act ctt gat 720 
Val He Arg Val Leu Asp Ala He Pro Thr Lys Gly Leu Thr Leu Asp 
225 230 235 240 

gac gtc age gag ttg tct gat atg tgt egg gac gtt atg ttg gca gee 768 
Asp Val Ser Glu Leu Ser Asp Met Cys Arg Asp Val Met Leu Ala Ala 

245 250 255 

tat aag gaa gtt act eta gaa get cag caa cga aat gcg aca egg cgt 816 
Tyr Lys Glu Val Thr Leu Glu Ala Gin Gin Arg Asn Ala Thr Arg Arg 

260 265 270 

gga gaa aca aaa gac ggg aag aaa tct gag taa 849 
Gly Glu Thr Lys Asp Gly Lys Lys Ser Glu 
275 280 

<210> 39 

<211> 282 
<212> PRT 

<213> Caenorhabditis elegans 
<400> 39 

Met Glu Asn Phe Trp Ser He Val Val Phe Phe Leu Leu Ser He Leu 

15 10 15 

Phe He Leu Tyr Asn He Ser Thr Val Cys His Tyr Tyr Met Arg He 

20 25 30 

Ser Phe Tyr Tyr Phe Thr He Leu Leu His Gly Met Glu Val Cys Val 

35 40 45 

Thr Met He Pro Ser Trp Leu Asn Gly Lys Gly Ala Asp Tyr Val Phe 

50 55 60 

His Ser Phe Phe Tyr Trp Cys Lys Trp Thr Gly Val His Thr Thr Val 
65 70 75 80 

Tyr Gly Tyr Glu Lys Thr Gin Val Glu Gly Pro Ala Val Val He Cys 

85 90 95 

Asn His Gin Ser Ser Leu Asp He Leu Ser Met Ala Ser He Trp Pro 
100 105 no 
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Lys Asn Cys val Val Met Met Lys Arg " Leu Ala Tyr Val Pro Phe 

120 125 
Phe Asn Leu Gly Ala Tyr Phe Ser Asn Thr He Phe He Asp Arg Tyr 

135 140 
Asn Arg Glu Arg Ala Met Ala Ser Val Asp Tyr Cys Ala Ser Glu Met 

150 155 
Lys Asn Arg Asn Leu Lys Leu Trp Val Phe Pro Glu Gly Thr Arg ^n 

165 170 175 

Arg Glu Gly Gly Phe He Pro Phe Lys Lys Gly Ala Phe Asn He Ala 

180 185 190 

val Arg Ala Gin He Pro He He Pro Val Val Phe Ser Asp Tyr Arg 

200 205 
Asp Phe Tyr Ser Lys Pro Gly Arg Tyr Phe Lys Asn Asp Gly Glu Val 

215 220 
val He Arg Val Leu Asp Ala He Pro Thr Lys Gly Leu Thr Leu Asp 

235 

Asp val ser Glu Leu Ser Asp Met Cys Arg Asp Val Met Leu Ala £a 
245 250 
Lys Glu Val T*r Leu Glu Ala Gin Gin Arg Asn Ala Thr ^ Arg 

260 265 270 

Gly Glu Thr Lys Asp Gly Lys Lys Ser Glu 

275 280 
<210> 40 



<211> 849 
<212> DNA 

<213> Caenorhabditis elegans 
CDS 

(1) . . <849) 

Acyl-CoA:Lysophospholipid-Acyltransferase 
<400> 40 



<220> 
<221> 
<222> 
<223> 



m2 T C 9tC fctt fctt cta ^o tea att etc 

Met Glu Asn Phe Trp Ser He Val Val Phe Phe Leu Leu Ser He Leu 



10 



ttc att tta tat aac ata teg aea gta tge eae tae tat atg egg att 
Pne He Leu Tyr Asn He Ser Thr Val Cys His Tyr Tyr Met Arg He 
20 25 30 

= = ? Z = = = = 2 = Z 2 = S S C 



40 



55 60 



cae teg ttt tte tat tgg tgt aaa tgg act ggt gtt eat aea aea gte 



96 



144 



Sir Met Til T r ^ ^ ^ ^ * Ct * at ^e gtg ttt 

Thr Met He Pro Ser Trp Leu Asn Gly Lys Gly Ala Asp Tyr LI Phe 



240 
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His Ser Phe Phe Tyr Trp Cys Lys Trp Thr Gly Val His Thr Thr Val 

65 70 75 80 

tat gga tat gaa aaa aca caa gtt gaa ggt ccg get gta gtt att tgt 288 

Tyr Gly Tyr Glu Lys Thr Gin Val Glu Gly Pro Ala Val Val He Cys 

85 90 95 

aat cat cag agt tct etc gac att eta teg atg gca tea ate tgg ccg 336 
Asn His Gin Ser Ser Leu Asp He Leu Ser Met Ala Ser lie Trp Pro 

100 105 no 

aag aat tgt gtt gta atg atg aaa cga att ctt gee tat gtt cca ttc 384 
Lys Asn Cys Val Val Met Met Lys Arg He Leu Ala Tyr Val Pro Phe 

US 120 125 

ttc aat etc gga gee tac ttt tec aac aca ate ttc ate gat cga tat 432 
Phe Asn Leu Gly Ala Tyr Phe Ser Asn Thr He Phe He Asp Arg Tyr 

130 135 140 

aac cgt gaa cgt gcg atg get tea gtt gat tat tgt gca tct gaa atg 480 
Asn Arg Glu Arg Ala Met Ala Ser Val Asp Tyr Cys Ala Ser Glu Met 
145 150 155 160 

aag aac aga aat ctt aaa ctt tgg gta tct ccg gaa gga aca aga aat 528 
Lys Asn Arg Asn Leu Lys Leu Trp Val Ser Pro Glu Gly Thr Arg Asn 

165 170 175 

cgt gaa gga ggg ttc att cca ttc aag aaa gga gca ttc aat att gca 576 
Arg Glu Gly Gly Phe He Pro Phe Lys Lys Gly Ala Phe Asn He Ala 

180 185 190 

gtt cgt gcg cag att ccc att att cca gtt gta ttc tea gac tat egg 624 
Val Arg Ala Gin He Pro He He Pro Val Val Phe Ser Asp Tyr Arg 

195 200 205 

gat ttc tac tea aag cca ggc cga tat ttc aag aat gat gga gaa gtt 672 
Asp Phe Tyr Ser Lys Pro Gly Arg Tyr Phe Lys Asn Asp Gly Glu Val 

210 215 220 

gtt att cga gtt ctg gat gcg att cca aca aaa ggg etc act ctt gat 720 
Val He Arg Val Leu Asp Ala He Pro Thr Lys Gly Leu Thr Leu Asp 
225 230 235 240 

gac gtc age gag ttg tct gat atg tgt egg gac gtt atg ttg gca gee 768 
Asp Val Ser Glu Leu Ser Asp Met Cys Arg Asp Val Met Leu Ala Ala 

245 250 255 

tat aag gaa gtt act eta gaa get cag caa cga aat gcg aca egg cgt 816 
Tyr Lys Glu Val Thr Leu Glu Ala Gin Gin Arg Asn Ala Thr Arg Arg 

260 265 270 

gga gaa aca aaa gac ggg aag aaa tct gag taa 849 
Gly Glu Thr Lys Asp Gly Lys Lys Ser Glu 
275 280 



<210> 41 



<211> 282 
<212> PRT 

<213> Caenorhabditis elegans 
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<400> 41 

Met Glu Asn Phe Trp Ser He Val Val Phe Phe Leu Leu Ser He Leu 

1 5 io 15 

Phe He Leu Tyr Asn He Ser Thr Val Cys His Tyr Tyr Met Arg He 

20 25 30 

Ser Phe Tyr Tyr Phe Thr He Leu Leu His Gly Met Glu Val Cys Val 

35 40 45 

Thr Met He Pro Ser Trp Leu Asn Gly Lys Gly Ala Asp Tyr Val Phe 

50 55 60 

His Ser Phe Phe Tyr Trp Cys Lys Trp Thr Gly Val His Thr Thr Val 
65 70 75 80 

Tyr Gly Tyr Glu Lys Thr Gin Val Glu Gly Pro Ala Val Val He Cys 

85 90 95 

Asn His Gin Ser Ser Leu Asp He Leu Ser Met Ala Ser He Trp Pro 

100 105 no 

Lys Asn Cys Val Val Met Met Lys Arg He Leu Ala Tyr Val Pro Phe 

115 120 125 

Phe Asn Leu Gly Ala Tyr Phe Ser Asn Thr He Phe He Asp Arg Tyr 

130 135 140 

Asn Arg Glu Arg Ala Met Ala Ser Val Asp Tyr Cys Ala Ser Glu Met 
145 150 155 160 

Lys Asn Arg Asn Leu Lys Leu Trp Val Ser Pro Glu Gly Thr Arg Asn 

i65 170 175 

Arg Glu Gly Gly Phe He Pro Phe Lys Lys Gly Ala Phe Asn He Ala 

180 185 190 

Val Arg Ala Gin He Pro He He Pro Val Val Phe Ser Asp Tyr Arg 

195 200 205 

Asp Phe Tyr Ser Lys Pro Gly Arg Tyr Phe Lys Asn Asp Gly Glu Val 

210 215 220 

Val He Arg Val Leu Asp Ala He Pro Thr Lys Gly Leu Thr Leu Asp 
225 230 235 240 

Asp Val Ser Glu Leu Ser Asp Met Cys Arg Asp Val Met Leu Ala Ala 

245 250 255 

Tyr Lys Glu Val Thr Leu Glu Ala Gin Gin Arg Asn Ala Thr Arg Arg 

260 265 270 

Gly Glu Thr Lys Asp Gly Lys Lys Ser Glu 
275 280 

<210> 42 

<211> 849 
<212> DNA 

<213> Caenorhabditis elegans 



<220> 

<221> CDS 
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<222> (1)..(849) 

<223 > Acyl-CoA : Lysophospholipid-Acyltransf erase 
<400> 42 

atg gag aac ttc tgg teg ate gte gtg ttt ttt eta ete tea att ete 
Met Glu Asn Phe Trp ser Xle Val Val Phe Phe Leu L eu Ser xle ill 

5 10 X5 

ttc att tta tat aae ata teg aea gta tge eae tae tat gtg egg att 
Phe lie Leu Tyr Asn Ile Ser Thr Val ^ His ^ ^ ^ J* 

25 

teg ttt tat tae tte aea att tta ttg eat gga atg gaa gL tgt gtt 
Ser Phe Tyr Tyr Phe Thr Ile ^ Leu His Qly ^ ^ £ £ 

40 

ao. atg ate cot tot tgg =t. aat ggg aag ggt got gat tae gtg ttt 
Tor Mot no .to ser Trp L o„ <a y tya Gly Ma ^ « « 



55 



60 



h" Ser Se £° ^ ^ ^ ** ^ « «« 

His Ser Phe Phe Tyr Trp Cys Lys Trp Thr Gly Val His Thr Thr Val 

70 75 
tat gga tat gaa aaa aea eaa gtt gaa ggt ceg get gta gtt att tot 
Tyr Gly Tyr Glu Lys Thr Gin Val Glu Gly J 0 La Val Val xL £ 
85 



Ast His OX 3 T ^ ^ ^ tCa *to tgg Ccg 

Asn Hxs Gin Ser Ser Leu Asp Xle Leu Ser Met Ala Ser Xle T^ Pro 



105 



110 



aag aat tgt gtt gta atg atg aaa oga att ott goo tat gtt eea too 
-y. *» c*. v,! v,x Mat Mat Lys ^g Ile ^ u L ^ « ~ £ 



120 



125 



tte aat ete gga gee tae ttt tee aae aea ate tte ate gat ega tat 
Phe Asn Leu Gly Ala Tyr Phe Ser Asn Thr Xle Phe Xle Asp Arg Tyr 



135 



140 

aae cgt gaa cgt geg atg get tea gtt gat tat tgt gca tct aaa ata 
Asn Arg Glu Arg Ala Met Ala Ser Val Asp Tyr cys Ala Ser Glu Met 

1S ° 155 ISO 

L a ! z r a r ctt aaa ctt tgg tfct cc ^ «• — «t 

Lys Asn Arg Asn Leu Lys Leu Trp Val Phe Pro Glu Gly Thr Arg Asn 
165 



170 



175 

ogt gaa gg. ggg tto att oca tto aag aaa gga goa tto aat att »™ 
*rg «ta Sly G ly P*e XX. P.O Phe ^ , ya S y L * ~ « £ 



185 



130 



gtt cgt geg eag att eee att att eea gtt gta tte tea gae tat egg 
Val Arg Ala Gin Xle Pro Xle Xle Pro Val Val Phe Ser Asp Tyr Arg 

195 200 205 

gat tte tae tea aag eea gge ega tat tte aag aat gat gga gaa att 
Asp Phe Tyr Ser Lys Pro Glv Ara t«- wo , , 9 

' * "° toJ -y Phe Lys Asn Asp Gly Glu Val 

gtt att ega gtt etg gat geg att eea aea aaa ggg ete aet ett gat 



192 



240 



2B8 



ccg 336 



cca ttc 384 



432 



480 



528 



576 



624 



672 



720 
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Val lie Arg Val Leu Asp Ala He Pro Thr Lys Gly Leu Tfar Leu Asp 

225 230 235 240 

gao gtc age gag ttg tct gat atg tgt egg gac gtt atg ttg gca gec 768 

Asp Val Ser Glu Leu Ser Asp Met Cys Arg Asp Val Met Leu Ala Ala 

245 250 255 

tat aag gaa gtt act eta gaa get eag caa cga aat geg aca egg cgt 816 
Tyr Lys Glu Val Thr Leu Glu Ala Gin Gin Arg Asn Ala Thr Arg Arg 

260 265 270 

gga gaa aca aaa gac ggg aag aaa tct gag taa 849 
Gly Glu Thr Lys Asp Gly Lys Lys Ser Glu 
275 280 

<210> 43 

<211> 282 
<212> PRT 

<213> Caenorhabditis elegans 
<400> 43 

Met Glu Asn Phe Trp Ser He Val Val Phe Phe Leu Leu Ser He Leu 

15 10 15 

Phe He Leu Tyr Asn He Ser Thr Val Cys His Tyr Tyr Val Arg He 

20 2 5 30 

Ser Phe Tyr Tyr Phe Thr He Leu Leu His Gly Met Glu Val Cys Val 

35 40 45 

Thr Met He Pro Ser Trp Leu Asn Gly Lys Gly Ala Asp Tyr Val Phe 

50 55 60 

His Ser Phe Phe Tyr Trp Cys Lys Trp Thr Gly Val His Thr Thr Val 

IT , 70 75 80 

Tyr Gly Tyr Glu Lys Thr Gin Val Glu Gly Pro Ala Val Val He Cys 

85 go 95 

Asn His Gin Ser Ser Leu Asp He Leu Ser Met Ala Ser He Trp Pro 

ioo 105 11Q 

Lys Asn Cys Val Val Met Met Lys Arg He Leu Ala Tyr Val Pro Phe 

115 12 0 125 

Phe Asn Leu Gly Ala Tyr Phe Ser Asn Thr He Phe He Asp Arg Tyr 

130 135 140 

Asn Arg Glu Arg Ala Met Ala Ser Val Asp Tyr Cys Ala ser Glu Met 
145 150 155 160 

Lys Asn Arg Asn Leu Lys Leu Trp Val Phe Pro Glu Gly Thr Arg Asn 

165 170 175 

Arg Glu Gly Gly Phe He Pro Phe Lys Lys Gly Ala Phe Asn He Ala 

180 185 190 

Val Arg Ala Gin He Pro He He Pro Val Val Phe Ser Asp Tyr Arg 

195 200 205 

Asp Phe Tyr Ser Lys Pro Gly Arg Tyr Phe Lys Asn Asp Gly Glu Val 
210 215 220 
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val He Arg Val Leu Asp Ala He Pro Thr Lys Gly Leu Thr Leu Asp 



225 230 235 



240 



Asp Val Ser Glu Leu Ser Asp Met Cys Arg Asp Val Met Leu Ala Ala 

245 250 255 

Tyr Lys Glu Val Thr Leu Glu Ala Gin Gin Arg Asn Ala Thr Arg Arg 

260 265 270 

Gly Glu Thr Lys Asp Gly Lys Lys Ser Glu 
275 280 



<210> 44 



<211> 849 
<212> DNA 

<213> Caenorhabditis elegans 



<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (849) 

<223> Acyl-CoA:Lysophospholipid>Acyltransf erase 

<400> 44 



atg gag aac ttc tgg teg 
Met Glu Asn Phe Trp Ser 
1 5 
ttc att tta tat aac ata 
Phe He Leu Tyr Asn He 
20 

teg ttt tat tac ttc aca 
Ser Phe Tyr Tyr Phe Thr 
35 

aca atg ate cct tct tgg 
Thr Met He Pro Ser Trp 
50 

cac teg ttt ttc tat tgg 
His Ser Phe Phe Tyr Trp 
65 70 
tat gga tat gaa aaa aca 
Tyr Gly Tyr Glu Lys Thr 
85 

aat cat cag ggt tct etc 
Asn His Gin Gly Ser Leu 
100 

aag aat tgt gtt gta atg 
Lys Asn Cys Val Val Met 
115 

ttc aat etc gga gee tac 



ate gtc gtg ttt ttt eta 
He Val Val Phe Phe Leu 
10 

teg aca gta tgc cac tac 
Ser Thr Val Cys His Tyr 
25 

att tta ttg cat gga atg 
He Leu Leu His Gly Met 
40 

eta aat ggg aag ggt get 
Leu Asn Gly Lys Gly Ala 
55 go 
tgt aaa tgg act ggt gtt 
Cys Lys Trp Thr Gly Val 
75 

caa gtt gaa ggt ccg gee 
Gin Val Glu Gly Pro Ala 
90 

gac att eta teg atg gca 
Asp He Leu Ser Met Ala 
105 

atg aaa cga att ctt gee 
Met Lys Arg He Leu Ala 
120 

ttt tec aac aca ate ttc 



etc tea att etc 48 
Leu Ser He Leu 
15 

tat atg egg att 96 
Tyr Met Arg He 
30 

gaa gtt tgt gtt 144 

Glu Val Cys Val 

45 

gat tac gtg ttt 192 
Asp Tyr Val Phe 

cat aca aca gtc 240 
His Thr Thr Val 
80 

gta gtt att tgt 288 
Val Val He Cys 
95 

tea ate tgg ccg 336 
Ser He Trp Pro 
110 

tat gtt cca ttc 3 84 

Tyr Val Pro Phe 

125 

ate gat cga tat 432 
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Phe Asn Leu Gly Ala Tyr Phe ser Asn Thr He Phe He Asp Arg Tyr 

130 135 140 

aac cgt gaa cgt gcg atg get tea gtt gat tat tgt gea tct gaa atg 
Asn Arg Glu Arg Ala Met Ala Ser Val Asp Tyr Cys Ala Ser Glu Met 

aag aae aga aat ett aaa ett tgg gta ttt ceg gaa gga aea aga aat 
Lys Asn Arg Asn Leu Lys Leu Trp val Phe Pro Glu Gly Thr Arg Asn 

165 170 175 

cgt gaa gga ggg ttc att eea ttc aag aaa gga gea ttc aat att gea 
Arg Glu Gly Gly Phe He Pro Phe Lys Lys Gly Ala Phe Asn He Ala 

180 185 "0 

gtt egt geg eag att eee att att eea gtt gta tte tea gae tat egg 

Val Arg Ala Gin He Pro He He Pro Val Val Phe Ser Asp Tyr Arg 

195 200 205 

gat tte tae tea aag eea gge ega tat tte aag aat gat gga gaa gtt 
PhS Ser ^ s Pro G1 V Arg Tyr Phe Lys Asn Asp Gly Glu Val 

210 215 220 

gtt att ega gtt etg gat geg att eea aea aaa ggg etc aet ett gat 
Val He Arg Val Leu Asp Ala He Pro Thr Lys Gly Leu Thr Leu Asp 
225 230 235 240 

gae gte age gag ttg tct gat atg tgt egg gae gtt atg ttg gea gee 
Asp val ser Glu Leu Ser Asp Met Cys Arg Asp Val Met Leu Ala Ala 

245 250 255 

tat aag gaa gtt aet eta gaa get eag eaa ega aat gcg aea egg cat 
Tyr Lys Glu Val Thr Leu Glu Ala Gin Gin Arg Asn Ala Thr Arg Arg 

260 265 270 

gga gaa aca aaa gae ggg aag aaa tct gag taa 
Gly Glu Thr Lys Asp Gly Lys Lys Ser Glu 
275 280 

<210> 45 

<211> 282 
<212> PRT 

<213> Caenorhabditis elegans 
<400> 45 

Met Glu Asn Phe Trp Ser He Val Val Phe Phe Leu Leu Ser He Leu 

Phe He Leu Tyr Asn He Ser Thr Val Cys His Tyr Tyr Met Arg He 

20 25 ~ 30 

Ser Phe Tyr Tyr Phe Thr He Lett Leu His Gly Met Glu Val Cys Val 

35 40 45 

Thr Met He Pro Ser Trp Leu Asn Gly Lys Gly Ala Asp Tyr Val Phe 

. 50 55 60 

His ser Phe Phe Tyr Trp cys Lys Trp Thr Gly Val His Thr Thr Val 

65 — 



480 



528 



576 



624 



672 



720 



768 



816 



849 



70 75 
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Tyr Gly Tyr Glu Lys Thr Gin Val Glu Gly Pro Ala Val Val He Cys 
85 *° 95 



Asn Hxs Gin Gly Ser Leu Asp He Leu Ser Met Ala Ser He Trp Pro 

100 I** 110 

Lys Asn Cys Val Val Met Met Lys Arg He Leu Ala Tyr Val Pro Phe 

«. . 120 125 

Phe Asn Leu Gly Ala Tyr Phe Ser Asn Thr He Phe He Asp Arg Tyr 

130 135 140 

Asn Arg Glu Arg Ala Met Ala Ser Val Asp Tyr Cys Ala Ser Glu Met 

150 155 X60 

Lys Asn Arg Asn Leu Lys Leu Trp Val Phe Pro Glu Gly Thr Arg Asn 

165 170 175 

Arg Glu Gly Gly Phe He Pro Phe Lys Lys Gly Ala Phe Asn He Ala 

180 185 190 

Val Arg Ala Gin lie Pro He He Pro Val Val Phe Ser Asp Tyr Arg 

195 200 205 

Asp Phe Tyr Ser Lys Pro Gly Arg Tyr Phe Lys Asn Asp Gly Glu Val 

210 215 220 

Val He Arg Val Leu Asp Ala He Pro Thr Lys Gly Leu Thr Leu Asp 
5 230 235 240 

Asp val ser Glu Leu Ser Asp Met Cys Arg Asp Val Met Leu Ale Ala 



245 250 255 



Tyr Lys Glu Val Thr Leu Glu Ala Gin Gin Arg Asn Ala Thr Arg Arg 



260 265 
Gly Glu Thr Lys Asp Gly Lys Lys Ser Glu 
275 280 



270 



<210> 


46 


<211> 


1578 


<212> 


DNA 


<213> 


Physcomitrella patens 


<220> 




<221> 


CDS 


<222> 


(1) . . (1578) 


<223> 


Del ta - 6 -Desaturase 


<400> 


46 



atg gta ttc gcg ggc ggt gga ctt cag cag ggc tct etc gaa gaa aac 
Met Val Phe Ala Gly Gly Gly Leu Gin Gin Gly Ser Leu Glu Glu Asn 
1 5 



10 15 



ate gac gtc gag cac att gec agt atg tct etc ttc age gac ttc ttc 
He Asp val Glu His He Ala Ser Met Ser Leu Phe Ser Asp Phe Phe 



20 25 



30 



agt tat gtg tct tea act gtt ggt teg tgg age gta cac agt ata caa 
Ser Tyr Val Ser Ser Thr Val Gly Ser Trp Ser Val His Ser He Gin 



48 



96 



144 
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35 40 45 

cct ttg aag cgc ctg acg agt aag aag cgt gtt teg gaa age get gee 
Pro Leu Lys Arg Leu Thr Ser Lys Lys Arg Val Ser Glu Ser Ala Ala 



50 55 60 

gtg caa tgt ata tea get gaa gtt eag aga aat teg agt ace cag gga 
Val Gin Cys lie Ser Ala Glu Val Gin Arg Asn Ser Ser Thr Gin Gly 

act gcg gag gca etc gca gaa tea gtc gtg aag ccc acg aga cga agg 
Thr Ala Glu Ala Leu Ala Glu Ser Val Val Lys Pro Thr Arg Arg Arg 

85 90 95 

tea tct cag tgg aag aag teg aca cac ecc eta tea gaa gta gca gta 
Ser ser Gin Trp Lys Lys Ser Thr His Pro Leu Ser Glu Val Ala Val 

100 105 110 

eae aac aag cca age gat tgc tgg att gtt gta aaa aae aag gtg tat 
Hxs Asn Lys Pro Ser Asp Cys Trp He Val Val Lys Asn Lys Val Tyr 

115 120 125 

gat gtt tec aat ttt gcg gac gag cat ccc gga gga tea gtt att agt 
Asp Val Ser Asn Phe Ala Asp Glu His Pro Gly Gly ser Val He Ser 

130 135 140 

act tat ttt gga cga gac ggc aca gat gtt ttc tct agt ttt cat gca 
Thr Tyr Phe Gly Arg Asp Gly Thr Asp Val Phe Ser Ser Phe His Ala 
145 150 155 16Q 

get tct aca tgg aaa att ctt caa gac ttt tac att ggt gac gtg gag 
Ala Ser Thr Trp Lys He Leu Gin Asp Phe Tyr He Gly Asp Val Glu 

165 170 175 

agg gtg gag ccg act cca gag ctg ctg aaa gat ttc cga gaa atg aga 
Arg val Glu Pro Thr Pro Glu Leu Leu Lys Asp Phe Arg Glu Met Arg 

180 185 190 

get ctt ttc ctg agg gag caa ctt ttc aaa agt teg aaa ttg tac tat 
Ala Leu Phe Leu Arg Glu Gin Leu Phe Lys Ser Ser Lys Leu Tyr Tyr 

195 200 205 

gtt atg aag ctg etc acg aat gtt get att ttt get gcg age att gca 
Val Met Lys Leu Leu Thr Asn Val Ala He Phe Ala Ala Ser He Ala 

210 215 220 

ata ata tgt tgg age aag act att tea gcg gtt ttg get tea get tgt 
He He Cys Trp Ser Lys Thr He Ser Ala Val Leu Ala Ser Ala Cys 
225 230 235 

240 

atg atg get ctg tgt ttc caa cag tgc gga tgg eta tec cat gat ttt 
Met Met Ala Leu Cys Phe Gin Gin Cys Gly Trp Leu Ser His Asp Phe 



245 250 255 

etc cac aat eag gtg ttt gag aca cgc tgg ctt aat gaa gtt gtc ggg 
Leu His Asn Gin Val Phe Glu Thr Arg Trp Leu Asn Glu Val Val Gly 

260 265 270 

tat gtg ate ggc aac gee gtt ctg ggg ttt agt aca ggg tgg tgg aag 
Tyr Val He Gly Asn Ala Val Leu Gly Phe Ser Thr Gly Trp Trp Lys 

275 280 285 

gag aag cat aac ctt cat cat get get cca aat gaa tgc cat cag act 
Glu Lys His Asn Leu His His Ala Ala Pro Asn Glu Cys Asp Gin Thr 



192 



240 



288 



336 



384 



432 



480 



528 



576 



624 



672 



720 



768 



816 



864 



912 
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290 295 300 

tac caa cca att gat gaa gat att gat act etc ccc etc att gec tgg 
Tyr Gin Pro lie Asp Glu Asp He Asp Thr Leu Pro Leu He Ala Trp 
305 31 ° 315 320 

age aag gac ata ctg gee aca gtt gag aat aag aca ttc ttg cga ate 1008 
Ser Lys Asp He Leu Ala Thr Val Glu Asn Lys Thr Phe Leu Arg He 

325 330 335 

etc caa tac cag cat ctg ttc ttc atg ggt ctg tta ttt ttc gec cgt 
Leu Gin Tyr Gin His Leu Phe Phe Met Gly Leu Leu Phe Phe Ala Arg 

340 345 350 

ggt agt tgg etc ttt tgg age tgg aga tat acc tct aca gca gtg etc 1104 
Gly Ser Trp Leu Phe Trp Ser Trp Arg Tyr Thr Ser Thr Ala Val Leu 

35 5 360 365 

tea cct gtc gac agg ttg ttg gag aag gga act gtt ctg ttt cac tac 1152 
Ser Pro Val Asp Arg Leu Leu Glu Lys Gly Thr Val Leu Phe His Tyr 

370 375 380 

ttt tgg ttc gtc ggg aca gcg tgc tat ctt etc cct ggt tgg aag cca 1200 
Phe Trp Phe Val Gly Thr Ala Cys Tyr Leu Leu Pro Gly Trp Lys Pro 
385 3 *° 395 ^ ~ 400 

tta gta tgg atg gcg gtg act gag etc atg tec ggc atg ctg ctg ggc 1248 
Leu Val Trp Met Ala Val Thr Glu Leu Met Ser Gly Met Leu Leu Gly 

405 410 415 

ttt gta ttt gta ctt age cac aat ggg atg gag gtt tat aat teg tct 1296 
Phe Val Phe Val Leu Ser His Asn Gly Met Glu Val Tyr Asn Ser Ser 

420 425 430 

aaa gaa ttc gtg agt gca cag ate gta tec aca egg gat ate aaa gga 1344 
Lys Glu Phe Val Ser Ala Gin He Val Ser Thr Arg Asp He Lys Gly 

435 440 445 

aac ata ttc aac gac tgg ttc act ggt ggc ctt aac agg caa ata gag 
Asn He Phe Asn Asp Trp Phe Thr Gly Gly Leu Asn Arg Gin He Glu 

450 455 460 

cat cat ctt ttc cca aca atg ccc agg cat aat tta aac aaa ata gca 
His His Leu Phe Pro Thr Met Pro Arg His Asn Leu Asn Lys He Ala 
465 470 475 480 

cct aga gtg gag gtg ttc tgt aag aaa cac ggt ctg gtg tac gaa gac 1488 
Pro Arg Val Glu Val Phe Cys Lys Lys His Gly Leu Val Tyr Glu Asp 

485 490 495 

gta tct att get acc ggc act tgc aag gtt ttg aaa gca ttg aag gaa 1536 
Val Ser He Ala Thr Gly Thr Cys Lys Val Leu Lys Ala Leu Lys Glu 

500 505 5io 

gtc gcg gag get gcg gca gag cag cat get acc acc agt taa 1578 
Val Ala Glu Ala Ala Ala Glu Gin His Ala Thr Thr Ser 
515 520 525 



1392 



1440 



<210> 47 



<211> 525 
<212> PRT 
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<213> Physcomitrella patens 
<400> 47 



Met Val Phe Ala Gly Gly Gly Leu Gin Gin Gly Ser Leu Glu Glu Asn 

15 10 15 

He Asp val Glu His lie Ala Ser Met Ser Leu Phe Ser Asp Phe Phe 

20 25 30 

Ser Tyr Val Ser Ser Thr Val Gly Ser Trp Ser Val His Ser He Gin 

35 40 45 

Pro Leu Lys Arg Leu Thr Ser Lys Lys Arg Val Ser Glu Ser Ala Ala 

50 55 60 

val Gin Cys He Ser Ala Glu Val Gin Arg Asn Ser Ser Thr Gin Gly 
65 70 75 80 

Thr Ala Glu Ala Leu Ala Glu Ser Val Val Lys Pro Thr Arg Arg Arg 

85 90 95 

Ser Ser Gin Trp Lys Lys Ser Thr His Pro Leu Ser Glu Val Ala Val 

100 "S 110 

Hxs Asn Lys Pro Ser Asp Cys Trp He Val Val Lys Asn Lys Val Tyr 

115 3-20 125 

Asp val Ser Asn Phe Ala Asp Glu His Pro Gly Gly Ser Val He Ser 



"0 135 



140 



Thr Tyr Phe Gly Arg Asp Gly Thr Asp Val Phe Ser Ser Phe His Ala 



145 150 



15 5 160 
Ala Ser Thr Trp Lys He Leu Gin Asp Phe Tyr He Gly Asp val Glu 



165 170 



Arg val Glu Pro Thr Pro Glu Leu Leu Lys Asp Phe Arg Glu Met Ara 

180 ist " 

_, _ , 185 190 

Ala Leu Phe Leu Arg Glu Gin Leu Phe Lys Ser Ser Lys Leu Tyr Tyr 

195 200 2 o5 

Val Met Lys Leu Leu Thr Asn Val Ala He Phe Ala Ala Ser He Ala 

210 215 220 

He He Cys Trp ser Lys Thr He Ser Ala Val Leu Ala Ser Ala Cys 
5 230 235 240 

Met Met Ala Leu Cys Phe Gin Gin Cys Gly Trp Leu Ser His Asp Phe 

245 250 255 

Leu His Asn Gin Val Phe Glu Thr Arg Trp Leu Asn Glu Val Val Gly 

260 265 270 

Tyr Val He Gly Asn Ala Val Leu Gly Phe Ser Thr Gly Trp Trp Lys 

275 280 285 

Glu Lys His Asn Leu His His Ala Ala Pro Asn Glu Cys Asp Gin Thr 

290 295 3 0 o 

Tyr Gin Pro He Asp Glu Asp He Asp Thr Leu Pro Leu He Ala Trp 
05 310 315 320 

Ser Lys Asp He Leu Ala Thr Val Glu Asn Lys Thr Phe Leu Arg He 

325 330 335 

Leu Gin Tyr Gin His Leu Phe Phe Met Gly Leu Leu Phe Phe Ala Arg 

340 3 « 350 
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Gly Ser Trp ,eu Phe Xxp Ser ^ ^ ^ Thr Ser ^ ^ ^ ^ 
Ser Pro Val Asp Arg Le u L eu Gl'u L ys Gly Thr V al Le! Phe His Tyr 
Ts ^ ™ °* - - «- «T «P ,y. Pro 

395 

*- ~ „ ^ val Ihr olu ^ mc ^ ^ ifct ^ ^ «o 

- V.1 Ph. Val _ ser «. _ Gly £ slu yal ^ ^ « ^ 

hys ci« ». val set Ua ola Ile « s set ^ ^ ^ «0 ^ ^ 

44 ^ 445 

"° **■ — Gly «y heu _ Ar 3 «, lle slu 

455 460 
His -i. « Pro «H Hi. Asn haa ^ hys Ile Ma 

470 475 
Pro Ar 3 val «ta Val Phs Cys hy, hys 81a My _ ^ ^ «° 

490 

val Par Ile „ Thr 31y ^ ^ hys val h.« hys a. hau £ olu 



v,l Ala Olu Ala Ala Ala Ola Glh His Ala Thr Thr Ser 
5X5 



510 



520 



525 



<210> 48 



<211> X192 

<212> DNA 

<213> Physcomitrella patens 
<220> 

<221> CDS 

<222> (58).. (930) 

<223> Delta-6-Elongase 

<400> 48 



ctgcttcgtc tcatcttggg ggtgtgattc gggagtgggt tcr aatw„ 

atg gag gtc gtg gag aga ttc tac ggT gag S aat^T "T*" 

T CXu Val Val Glu ^ Phe ^ » ^ £ £ « - g,c = 

10 

cag ggc gtg aat gca ttg ctg ggt aot tth ™,„ - 

- «y V.1 .ah Al. _ ^ H Tr Z Z Z Z LI Tar £ 



25 30 
acg ccc act acc aaa ggc tta can ct-r* 

Thr Pro Thr Thr X. va r * 9&C a9t CCC aCa ccc a *c 

ro Thr Thr Ly S G i y Leu Pro Leu ^ Agp ^ ^ ^ ^ 



40 45 
gtc etc ggt gtt tct gta tac ttg act att ate a ^ 
v.1 - CI, val ser Val Tyr ha! Thr S Z S £ S ha" 2 



57 
105 



153 



201 



249 
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66 

60 



tgg ata aag gcc agg gat ctg aaa ccg cgc gcc teg gag coa ttt ttg 
Trp lie Lys Ala Arg Asp Leu Lys Pro Arg Ala Ser Glu Pro Phe Leu 



70 75 



80 



aagttggtgc tttcttatct ccacttatct tttaagcagc atcagttttg aaatgatgtg 
tgggcgtggt ctgeaagtag tcatcaatat aatoggcctg agcacttcag atggattgtt 



297 



etc caa get ttg gtg ctt gtg cac aac ctg ttc tgt ttt gcg etc agt 
Leu Gin Ala Leu Val Leu Val His Asn Leu Phe Cys Phe Ala Leu Ser 

85 90 95 

ctg tat atg tgc gtg ggc ate get tat cag get att acc tgg egg tac 
Leu Tyr Met Cys Val Gly He Ala Tyr Gin Ala He Thr Trp Arg Tyr 
100 105 110 3 ^ 

tct etc tgg ggc aat gca tao aat cot aaa cat aaa gag atg gcg att 
Ser Leu Trp Gly Asn Ala Tyr Asn Pro Lys His Lys Glu Met Ala He 

115 120 125 

ctg gta tac ttg ttc tac atg tct aag tac gtg gaa ttc atg gat ace 
Leu Val Tyr Leu Phe Tyr Met Ser Lys Tyr Val Glu Phe Met Asp Thr 

130 "5 140 

gtt ate atg ata ctg aag cgc age acc agg caa ata age ttc etc cac 
Val He Met He Leu Lys Arg Ser Thr Arg Gin He Ser Phe Leu His 
145 150 155 160 

gtt tat cat cat tct tea att tec etc att tgg tgg get att get cat 
Val Tyr His His Ser Ser He Ser Leu He Trp Trp Ala He Ala His 

165 170 175 

cac get cct ggc ggt gaa gca tat tgg tct gcg get ctg aac tea gga 
His Ala Pro Gly Gly Glu Ala Tyr Trp Ser Ala Ala Leu Asn Ser Gly 

180 185 a90 

gtg cat gtt etc atg tat gcg tat tae ttc ttg get gcc tgc ctt cga 
val His Val Leu Met Tyr Ala Tyr Tyr Phe Leu Ala Ala Cys Leu Arg 

195 200 205 

agt age cca aag tta aaa aat aag tac ctt ttt tgg ggc agg tac ttg 
Ser Ser Pro Lys Leu Lys Asn Lys Tyr Leu Phe Trp Gly Arg Tyr Leu 

210 215 220 

aca caa ttc caa atg ttc cag ttt atg ctg aac tta gtg cag get tac 
Thr Gin Phe Gin Met Phe Gin Phe Met Leu Asn Leu Val Gin Ala Tyr 

225 230 •>« 

235 240 
tac gac atg aaa acg aat gcg cca tat cca caa tgg ctg ate aag att 
Tyr Asp Met Lys Thr Asn Ala Pro Tyr Pro Gin Trp Leu He Lys He 

245 250 255 

ttg ttc tac tac atg ate teg ttg ctg ttt ctt ttc ggc aat ttt tac 
Leu Phe Tyr Tyr Met He Ser Leu Leu Phe Leu Phe Gly Asn Phe Tyr 

260 265 270 

gta caa aaa tac ate aaa cec tct gac gga aag caa aag gga get aaa 
Val Gin Lys Tyr He Lys Pro Ser Asp Gly Lys Gin Lys Gly Ala Lys 

275 280 285 

act gag tga gctgtatcaa gecatagaaa etctattatg ttagaacctg g 7n 
Thr Glu =a »/u 

290 



345 



393 



441 



489 



537 



585 



633 



681 



729 



777 



825 



873 



921 



1030 
1090 
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agaacatgag taaaagcggt tattacggtg tttattttgt accaaatcac cgcacgggtg 1150 
aattgaaata tttcagattt gatcaatttc atctgaaaaa aa " 1192 

<210> 49 

<211> 290 
<212> PRT 

<213> Physcomitrella patens 
<400> 49 

Met Glu Val Val Glu Arg Phe Tyr Gly Glu Leu Asp Gly Lys Val Ser 

1 5 10 is 

Gin Gly Val Asn Ala Leu Leu Gly Ser Phe Gly Val Glu Leu Thr Asp 

20 25 3 0 

Thr Pro Thr Thr Lys Gly Leu Pro Leu Val Asp Ser Pro Thr Pro He 

35 40 45 

Val Leu Gly Val Ser Val Tyr Leu Thr He Val He Gly Gly Leu Leu 

50 55 so 

Trp He Lys Ala Arg Asp Leu Lys Pro Arg Ala Ser Glu Pro Phe Leu 
65 70 75 so 

Leu Gin Ala Leu Val Leu Val His Asn Leu Phe Cys Phe Ala Leu Ser 

85 90 95 

Leu Tyr Met Cys Val Gly He Ala Tyr Gin Ala He Thr Trp Arg Tyr 

100 105 no 

Ser Leu Trp Gly Asn Ala Tyr Asn Pro Lys His Lys Glu Met Ala He 

115 120 125 

Leu Val Tyr Leu Phe Tyr Met Ser Lys Tyr Val Glu Phe Met Asp Thr 

130 135 140 

Val He Met He Leu Lys Arg Ser Thr Arg Gin He Ser Phe Leu His 
145 150 155 iso 

Val Tyr His His Ser Ser He Ser Leu He Trp Trp Ala He Ala His 

I 65 170 17 5 

His Ala Pro Gly Gly Glu Ala Tyr Trp Ser Ala Ala Leu Asn Ser Gly 

180 185 190 

Val His Val Leu Met Tyr Ala Tyr Tyr Phe Leu Ala Ala Cys Leu Arg 

195 200 205 

Ser Ser Pro Lys Leu Lys Asn Lys Tyr Leu Phe Trp Gly Arg Tyr Leu 

210 215 220 

Thr Gin Phe Gin Met Phe Gin Phe Met Leu Asn Leu Val Gin Ala Tyr 
225 230 235 240 

Tyr Asp Met Lys Thr Asn Ala Pro Tyr Pro Gin Trp Leu He Lys He 

245 250 255 

Leu Phe Tyr Tyr Met He Ser Leu Leu Phe Leu Phe Gly Asn Phe Tyr 

260 265 270 

Val Gin Lys Tyr He Lys Pro Ser Asp Gly Lys Gin Lys Gly Ala Lys 
275 280 285 

Thr Glu 
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290 



<210> 50 



<211> 1410 
<212> DNA 

<213> Phaeodactylum tricornutum 



<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (1410) 

<223> Delta-5-Desaturase 



<400> 50 



144 



192 



240 



288 



atg get ccg gat gcg gat aag ctt cga caa cgc cag acg act gcg gta ' 48 

Met Ala Pro Asp Ala Asp Lys Leu Arg Gin Arg Gin Thr Thr Ala val 
15 10 is 

gcg aag cac aat get get acc ata teg acg cag gaa cgc ctt tgc agt 96 
Ala Lys His Asn Ala Ala Tor He Ser Thr Gin Glu Arg Leu Cys Ser 

20 25 30 

ctg tct teg etc aaa ggc gaa gaa gtc tgc ate gac gga ate ate tat 
Leu Ser Ser Leu Lys Gly Glu Glu Val Cys He Asp Gly He He Tyr 

35 40 45 

gac etc caa tea ttc gat cat ccc ggg ggt gaa acg ate aaa atg ttt 
Asp Leu Gin ser Phe Asp His Pro Gly Gly Glu Thr He Lys Met Phe 

50 55 60 

ggt ggc aac gat gtc act gta cag tac aag atg att cac ccg tac cat 
Gly Gly Asn Asp Val Thr Val Gin Tyr Lys Met He His Pro Tyr His 
65 70 75 80 

acc gag aag cat ttg gaa aag atg aag cgt gtc ggc aag gtg acg gat 
Tnr Glu Lys His Leu Glu Lys Met Lys Arg Val Gly Lys Val Tnr Asp 

85 90 9s 

ttc gtc tgc gag tac aag ttc gat acc gaa ttt gaa cgc gaa ate aaa 336 
Phe Val cys Glu Tyr Lys Phe Asp Thr Glu Phe Glu Arg Glu He Lys 

100 105 110 

cga gaa gtc ttc aag att gtg cga cga ggc aag gat ttc ggt act ttg 384 
Arg Glu Val Phe Lys He Val Arg Arg Gly Lys Asp Phe Gly Thr Leu 

115 120 125 

gga tgg ttc ttc cgt gcg ttt tgc tac att gee att ttc ttc tac ctg 432 
Gly Trp Phe Phe Arg Ala Phe Cys Tyr He Ala He Phe Phe Tyr Leu 

130 13S 140 

cag tac cat tgg gtc acc acg gga acc tct tgg ctg ctg gee gtg gee 480 
Gin Tyr His Trp Val Thr Thr Gly Thr Ser Trp Leu Leu Ala Val Ala 
145 150 155 160 

tac gga ate tec caa gcg atg att ggc atg aat gtc cag oac gat gee 52 8 
Tyr Gly He Ser Gin Ala Met He Gly Met Asn Val Gin His Asp Ala 
165 170 175 
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aac cac ggg gcc acc tec aag cot ccc ta« 

- «. «, «. ^ aer , v l 4 ^ 5 S Z Z Z L" s 

«c ggt gcg gat ttt att ggt ggt "c aag tgg etc tec L'! 

- «r «. «P Hie nc oly Gly set J Z S £a £ 2 

200 2Q5 
cac tgg acc cac cac get tac arr „ 

- = . - «. L J = = = S = = s - z 

220 

age ttt ggt gcc gaa cca atg etc eta tt-r. 

z pte •* - - n. - - - - zzzz z s 

235 

ccc gtc ttg get gga tac tgg ttg tec get ate t tG ^ *** 

Pro Val Leu Ala Glv aw T - Cca caa att 

Ala Gly Tyr Trp Leu , ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ 

ctt gac etc cag caa cgc ggc crca ctt t-nr. ^ 27 ° 

- ^ Ts «. «. «g s y l: ~ s s s s - z z 
z z s - 2 • £ : - z « - - » « « 

290 ?!? ^ 9 LyS Ala Val P ^ Trp Arg Ala 

295 

gtg tac att gcg gtg aac gtg att act cevr * 

Val Tyr He Ala Val Asn Val xH S Pr! ^ "* ^ «° 

305 „" S 413 510 Phe Thr Asn Ser Gly 

• 315 
etc gaa tgg tec tgg cgt gtc. ttt gga „ „ te at<1 _„ „ 320 

«. „ s „ s ^ val Pte - ^ ^ £ ^ it £ £ 3 

330 

gcg gaa teg etc gcg ctg gcg gtc eta fct-i- „«. 335 

«. - - 2 - - L ~ = - 2 2 2 s z 

345 

375 380 
gga ttc ctt tec exert tar* M-o =» 

2 - - - 5, £ S = 5 5 ^ = = s - = 

395 

cac cac tta ttc era r^,-, 400 

Hi. .is z z z z z z z r r tat 000 ta ° •** ~ 

4M »« »» Kp Ijr Etc Ui il e M ,, 

410 

= = = ; = z s s - = s - His - 5 c 



576 



624 



672 



720 



768 



816 



864 



912 



960 



1008 



1056 



1104 



1152 



1200 



1248 



1296 



420 425 

425 430 
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Met Ala Pro Asp Ala Asp Lys Leu Arg Gin Arg Gin Thr Thr Ala Val 

Ala Lys His Asn Ala Ala Thr He Ser Thr Gin Glu Arg Leu Cys Ser 

30 



20 25 



Leu Ser Ser Leu Lys Gly Glu Glu Val Cys He Asp Gly He He Tyr 

35 40 45 

Asp Leu Gin Ser Phe Asp His Pro Gly Gly Glu Thr He Lys Met Phe 

50 55 60 

Gly Gly Asn Asp Val Thr Val Gin Tyr Lys Met He His Pro Tyr His 
65 70 7 5 80 

Thr Glu Lys His Leu Glu Lys Met Lys Arg Val Gly Lys Val Thr Asp 

85 90 95 

Phe val Cys Glu Tyr Lys Phe Asp Thr Glu Phe Glu Arg Glu He Lys 

100 105 110 

Arg Glu Val Phe Lys He Val Arg Arg Gly Lys Asp Phe Gly Thr Leu 

115 12 0 125 

Gly Trp Phe Phe Arg Ala Phe Cys Tyr He Ala He Phe Phe Tyr Leu 

130 135 140 

Gin Tyr His Trp Val Thr Thr Gly Thr Ser Trp Leu Leu Ala Val Ala 
145 150 155 160 

Tyr Gly He Ser Gin Ala Met He Gly Met Asn Val Gin His Asp Ala 

165 17 0 175 

Asn His Gly Ala Thr Ser Lys Arg Pro Trp Val Asn Asp Met Leu Gly 



180 185 



190 



Leu Gly Ala Asp Phe He Gly Gly Ser Lys Trp Leu Trp Gin Glu Gin 



195 200 



205 



His Trp Thr His His Ala Tyr Thr Asn His Ala Glu Met Asp Pro Asp 

210 215 220 

Ser Phe Gly Ala Glu Pro Met Leu Leu Phe Asn Asp Tyr Pro Leu Asp 
225 230 235 240 



1410 



70 

tac ccg tgg ate cac caa aac ttt etc toe aoc gtc cgc tac atg cac 1344 

Tyr Pro Trp He His Gin Asn Phe Leu Ser Thr Val Arg Tyr Met His 

435 440 445 

gcg gee ggg aco ggt gec aao tgg ego eag atg g CC aga gaa aat eec 1392 

Ala Ala Gly Thr Gly Ala Asn Trp Arg Gin Met Ala Arg Glu Asn Pro 

450 «5 460 

ttg acc gga egg gcg taa 

Leu Thr Gly Arg Ala 

465 

<210> 51 

<211> 469 

<212> PRT 

<213> Phaeodactylum tricornutum 

<400> 51 
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His Pro Ala Arg to Tip Leu His Arg Phe Gin Ala Phe Phe Tyr Met 



245 250 255 

Pro val Leu Ala Gly Tyr Trp Leu Ser Ala Val Phe Asn Pro Gin He 

260 265 270 

Leu Asp Leu Gin Gin Arg Gly Ala Leu Ser Val Gly He Arg Leu Asp 

275 280 285 

Asn Ala Phe He His Ser Arg Arg Lys Tyr Ala Val Phe Trp Arg Ala 

290 295 300 

Val Tyr He Ala Val Asn Val He Ala Pro Phe Tyr Thr Asn Ser Gly 

315 320 



305 310 

Leu Glu Trp Ser Trp Arg Val Phe Gly Asn He Met Leu Met Gly Val 

325 330 335 

Ala Glu Ser Leu Ala Leu Ala Val Leu Phe Ser Leu Ser His Asn Phe 

340 345 3 *0 

Glu Ser Ala Asp Arg Asp Pro Thr Ala Pro Leu Lys Lys Thr Gly Glu 

355 3 60 3 6 5 

Pro Val Asp Trp Phe Lys Thr Gin Val Glu Thr Ser Cys Thr Tyr Gly 

370 3 ?S 380 

Gly Phe Leu Ser Gly Cys Phe Thr Gly Gly Leu Asn Phe Gin Val Glu 
385 3 90 395 400 

His His Leu Phe Pro Arg Met Ser Ser Ala Trp Tyr Pro Tyr He Ala 

405 410 415 

Pro Lys Val Arg Glu He Cys Ala Lys His Gly Val His Tyr Ala Tyr 

420 425 430 

Tyr Pro Trp He His Gin Asn Phe Leu Ser Thr Val Arg Tyr Met His 

435 440 445 

Ala Ala Gly Thr Gly Ala Asn Trp Arg Gin Met Ala Arg Glu Asn Pro 

450 455 460 

Leu Thr Gly Arg Ala 
465 

<210> 52 

<211> 3598 

<212> DNA 

<213> artificial sequence 
<220> 

<22l> misc_feature 

<223> Sequenz stellt eine pflanzliche Promotor-Terminator-Expressionska 
ssette in Vektor pUC19 dar 

<400> 52 

tcgcgcgttt cggtgatgac ggtgaaaacc tctgacacat gcagctcccg gagacggtca 60 

cagcttgtct gtaagcggat gccgggagca gacaagcccg tcagggcgcg tcagcgggtg 120 

ttggcgggtg tcggggctgg cttaactatg cggcatcaga gcagattgta ctgagagtgc 180 

accatatgcg gtgtgaaata ccgcacagat gcgtaaggag aaaataccgc atcaggcgcc 240 
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attcgccatt 
tacgccagct 
tfctcccagtc 
gcaaatttac 
gtgtgttatg 
tttatgctaa 
tttttgtctt 
tactatagga 
gcaatgctgc 
taccacacaa 



agacaacaat 
ttaaaaatat 
ggaggatgca 
atataatgag 
taatttcttc 
gctttaatga 
gcacgttgta 
tctaatgaat 
tactgattgt 
tagctgtttc 
agcataaagt 
cgctcactgc 
caacgcgcgg 
tcgctgcgct 
cggttatcca 
aaggccagga 
gacgagcatc 
agataccagg 
cttaccggat 
cgctgtaggt 
ccccccgttc 
gtaagacacg 
tatgtaggcg 
acagtatttg 
tcttgatccg 
attacgcgca 
gctcagtgga 
ttcacctaga 
taaacttggt 
ctatttcgtt 
ggcttaccat 
gatttatcag 
ttatccgcct 
gttaatagtt 
tttggtatgg 
atgttgtgca 
gccgcagtgt 
tccgtaagat 



caggctgcgc 
ggcgaaaggg 
acgacgttgt 
acattgccac 
tatttgattt 
cgtttgccaa 
ctaaatacat 
gaattaaagt 
atggatggca 
gatttgaggt 
gttaccacac 
tttggaaatg 
ataatgaaga 
gattttgcaa 
atagccagcc 
gatatgcgag 
aaaaacctga 
atatcacccg 
ccgtcgacga 
ctgtgtgaaa 
gtaaagcctg 
ccgctttcca 
ggagaggcgg 
cggtcgttcg 
cagaatcagg 
accgtaaaaa 
acaaaaatcg 
cgtttccccc 
acctgtccgc 
atctcagttc 
agcccgaccg 
acttatcgcc 
gtgctacaga 
gtatctgcgc 
gcaaacaaac 
gaaaaaaagg 
acgaaaactc 
tccttttaaa 
ctgacagtta 
catccatagt 
ctggccccag 
caataaacca 
ccatccagtc 
tgcgcaacgt 
cttcattcag 
aaaaagcggt 
tatcactcat 
gcttttctgt 



aactgttggg 
ggatgtgctg 
aaaacgacgg 
taaacgtcta 
gcgataaatt 
cacttagcaa 
atactaatca 
gagtgaatat 
tatacaccaa 
gcatgaacgt 
acaagttttg 
atttgcatgg 
aaactacaaa 
tactttcatt 



caccgcggtg 
acgcctatga 
gcatgtgtag 
ttactatcgt 
attcgagctc 
ttgttatccg 
gggtgcctaa 
STtcgggaaac 
tttgcgtatt 
gctgcggcga 
ggataacgca 
ggccgcgttg 
acgctcaagt 
tggaagctcc 
ctttctccct 



72 

aagggcgatc 
caaggcgatt 
ccagtgaatt 
aacccttgta 
tttatatttg 
tttgcaagtt 
actggaaatg 
ggtaccacaa 
acattcaata 
cacgtggaca 
aggtgcatgc 
aagccatgtg 
tttacatgca 
catacacact 



ggtgtaggtc 
ctgcgcctta 
actggcagca 
gttcttgaag 
tctgctgaag 
caccgctggt 
atctcaagaa 
acgttaaggg 
ttaaaaatga 
ccaatgctta 
tgcctgactc 
tgctgcaatg 
gccagccgga 
tattaattgt 
tgttgccatt 
ctccggttcc 
tagctccttc 
ggttatggca 
gactggtgag 



ggcggccgcc 
tcgcatgata 
ctcagatcct 
atttttatga 
ggcgcgccaa 
ctcacaattc 
tgagtgagct 
ctgtcgtgcc 

gggcgctctt 

gcggtatcag 
ggaaagaaca 
ctggcgtttt 
cagaggtggc 
ctcgtgcgct 
tcgggaagcg 
gttcgctcca 
tccggtaact 



gccactggta 
tggtggccta 
ccagttacct 
agcggtggtt 
gatcctttga 
attttggtca 
agttttaaat 
atcagtgagg 
cccgtcgtgt 
ataccgcgag 
agggccgagc 
tgccgggaag 
gctacaggca 
caacgatcaa 
ggtcctccga 
gcactgcata 
tactcaacca 



ggtgcgggcc 
aagttgggta 
cggcgcgccg 
atttgttttt 
gtactaaatt 
gattaattga 
taaatatttg 
ggtttggaga 
attcttgagg 
aaaggtttag 
atggatgccc 
taaaaccatg 
actagttatg 
cactaagttt 
tgcagtctag 
tttgctttca 
taccgccggt 
ataatattct 
gcttggcgta 
cacacaacat 
aactcacatt 
agctgcatta 
ccgcttcctc 
ctcactcaaa 
tgtgagcaaa 
tccataggct 
gaaacccgac 
ctcctgttcc 
tggcgctttc 
agctgggctg 
atcgtcttga 
acaggattag 
actacggcta 
tcggaaaaag 
tttttgtttg 
tcttttctac 
tgagattatc 
caatctaaag 
cacctatctc 
agataactac 
acccacgctc 
gcagaagtgg 
ctagagtaag 
tcgtggtgtc 
ggcgagttac 
tcgttgtcag 
attctcttac 
agtcattctg 



tcttcgctat 
acgccagggt 
agctcctcga 
gttttactat 
tataacacct 
ttctaaatta 
ctaatatttc 
tttaattgtt 
ataataatgg 
taatttttca 
tgtggaaagt 
acatccactt 
catgtagtct 
tacacgatta 
aaggcctcct 
attctgttgt 
ttcggttcat 
ccgttcaatt 
atcatggtca 
acgagccgga 
aattgcgttg 
atgaatcggc 
gctcactgac 
ggcggtaata 
aggccagcaa 
ccgcccccct 
aggactataa 
gaccctgccg 
tcatagctca 
tgtgcacgaa 
gtccaacccg 
cagagcgagg 
cactagaagg 
agttggtagc 
caagcagcag 

ggggtctgac 

aaaaaggatc 
tatatatgag 
agcgatctgt 
gatacgggag 
accggctcca 
tcctgcaact 
tagttcgcca 
acgctcgtcg 
atgatccccc 
aagtaagttg 
tgfccafcgcea 
agaatagtgt 



300 
360 
420 
480 
540 
600 
660 
720 
780 
840 
900 
960 
1020 
1080 
1140 
1200 
1260 
1320 
1380 
1440 
1500 
1560 
1620 
1680 
1740 
1800 
1860 
1920 
1980 
2040 
2100 
2160 
2220 
2280 
2340 
2400 
2460 
2520 
2580 
2640 
2700 
2760 
2820 
2880 
2940 
3000 
3060 
3120 
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atgcggcgac 
agaactttaa 
ttaccgctgt 
tcttttactt 
aagggaataa 
tgaagcattt 
aataaacaaa 
accattatta 

<210> 53 



cgagttgctc 
aagtgctcat 
tgagatccag 
tcaccagcgt 
gggcgacacg 
atcagggtta 

ta ggggttcc 

tcatgacatt 



ttgcccggcg 
cattggaaaa 
ttcgatgtaa 
ttctgggtga 
gaaatgttga 
ttgtctcatg 
gcgcacattt 
aacctataaa 



73 

tcaatacggg 
cgttcttcgg 
cccactcgtg 
gcaaaaacag 
atactcatac 
agcggataca 
ccccgaaaag 
aataggcgta 



ataataccgc 
ggcgaaaact 
cacccaactg 
gaaggcaaaa 
tcttcctttt 
tatttgaatg 
tgccacctga 
tcacgaggcc 



gccacatagc 
ctcaaggatc 
atcttcagca 
tgccgcaaaa 
tcaatattat 
tatttagaaa 
cgtctaagaa 
ctttcgtc 



3180 
3240 
3300 
3360 
3420 
3480 
3540 
3598 



<211> 
<212> 



<220> 
<221> 
<223> 



3590 
DNA 



<213> artificial sequence 



mi s c_f e ature 

Sequenz stellt eine pflanzliche Promotor-Terminator-Expressionska 
ssette in Vektor pUC19 dar 



<400> 53 



tcgcgcgttt 

cagcttgtct 

ttggcgggtg 

accatatgcg 

attcgccatt 

tacgccagct 

tttcccagtc 

gcaaatttac 

gtgtgttatg 

tttatgctaa 

tttttgtctt 

tactatagga 

gcaatgctgc 

taccacacaa 

agacaacaat 

ttaaaaatat 

ggaggatgca 

atataatgag 

taatttcttc 

gagatatgcg 

taaaaaacct 

atatatcacc 

gtccgtcgac 

tcctgtgtga 

gtgtaaagcc 

gcccgctttc 



c ggtgatgac 

gtaagcggat 

tcggggctgg 

gtgtgaaata 

caggctgcgc 

ggcgaaaggg 

acgacgttgt 

acattgccac 

tatttgattt 

cgtttgccaa 

ctaaatacat 

gaattaaagt 

atggatggca 

gatttgaggt 

gttaccacac 

tttggaaatg 

ataatgaaga 

gattttgcaa 

atagccagcg 

agacgcctat 

gagcatgtgt 

cgttactatc 

gaattcgagc 

aattgttatc 

tggggtgcct 

cagtcgggaa 



ggtgaaaacc 

gccgggagca 

cttaactatg 

ccgcacagat 

aactgttggg 

ggatgtgctg 

aaaacgacgg 

taaacgtcta 

gcgataaatt 

cacttagcaa 

atactaatca 

gagtgaatat 

tatacaccaa 

gcatgaacgt 

acaagttttg 

atttgcatgg 

aaactacaaa 

tactttcatt 

gatccgatat 

gatcgcatga 

agctcagatc 

gtatttttat 

tcggcgcgcc 

cgctcacaat 

aatgagtgag 

acctgtcgtg 



tctgacacat 
gacaagcccg 
cggcatcaga 
gcgtaaggag 
aagggcgatc 
caaggcgatt 
ccagtgaatt 
aacccttgta 
tttatatttg 
tttgcaagtt 
actggaaatg 
ggtaccacaa 
acattcaata 
cacgtggaca 
aggtgcatgc 
aagccatgtg 
tttacatgca 
catacacact 
cgggcccgct 
tatttgcttt 
cttaccgccg 
gaataatatt 
aagcttggcg 
tccacacaac 
ctaactcaca 
ccagctgcat 



gcagctcccg 

tcagggcgcg 

gcagattgta 

aaaataccgc 

ggtgcgggcc 

aagttgggta 

cggcgcgccg 

atttgttttt 

gtactaaatt 

gattaattga 

taaatatttg 

ggtttggaga 

attcttgagg 

aaaggtttag 

atggatgccc 

taaaaccatg 

actagttatg 

cactaagttt 

agcgttaacc 

caattctgtt 

gtttcggttc 

ctccgttcaa 

taatcatggt 

atacgagccg 

ttaattgcgt 

taatgaatcg 



gagacggtca 

tcagcgggtg 

ctgagagtgc 

atcaggcgcc 

tcttcgctat 

acgccagggt 

agctcctcga 

gttttactat 

tataacacct 

ttctaaatta 

ctaatatttc 

tttaattgtt 

ataataatgg 

taatttttca 

tgtggaaagt 

acatccactt 

catgtagtct 

tacacgatta 

ctgctttaat 

gtgcacgttg 

attctaatga 

tttactgatt 

catagctgtt 

gaagcataaa 

tgcgctcact 

gccaacgcgc 



60 
120 
180 
240 
300 
360 
420 
480 
540 
600 
660 
720 
780 
840 
900 
960 
1020 
1080 
1140 
1200 
1260 
1320 
1380 
1440 
1500 
1560 
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74 

ggggagaggc ggtttgcgta ttgggcgctc ttccgcttcc tcgctcactg actcgctgcg 1620 
ctcggtcgtt cggctgcggc gagcggtatc agctcactca aaggcggtaa tacggttatc 
cacagaatca ggggataacg caggaaagaa catgtgagca aaaggccagc aaaaggccag 
gaaccgtaaa aaggccgcgt tgctggcgtt tttccatagg ctccgccccc ctgacgagca 
tcacaaaaat cgacgctcaa gtcagaggtg gcgaaacccg acaggactat aaagatacca 
ggcgtttccc cctggaagct ccotcgtgcg ctctcctgtt ccgaccctgc cgottaccgg 
atacctgtcc gcctttctcc cttcgggaag cgtggcgctt tctcatagct cacgctgtag 
gtatctcagt tcggtgtagg tcgttcgctc caagctgggc tgtgtgcacg aaccccccgt 
tcagcccgac cgctgcgcct tatccggtaa ctatcgtctt gagtccaacc cggtaagaca 
cgacttatcg ccactggcag cagccactgg taacaggatt agcagagcga ggtatg tagg 
cggtgctaca gagttcttga agtggtggcc taactacggc taoactagaa ggacagtatt 
tggtatotgc gctctgctga agccagttac cttcggaaaa agagttggta gctcttgatc 
cggcaaacaa accaccgctg gtagcggtgg tttttttgtt tgcaagoagc agattacgcg ,, 40 
cagaaaaaaa ggatctcaag aagatccttt gatcttttct acggggtctg acgctcagtg 2400 
gaacgaaaac tcacgttaag ggattttggt catgagatta tcaaaaagga tcttcaccta 2460 
gatcctttta aattaaaaat gaagttttaa atcaatctaa agtatatatg agtaaacttg 2520 
gtctgacagt taccaatgct taatcagtga ggcacctatc tcagcgatct gtctatttcg 2580 
ttcatccata gttgcctgac tccccgtcgt gtagataact acgatacggg agggcttacc 2640 
atctggcccc agtgctgcaa tgataccgcg agacccacgc toacoggotc cagatttatc 2700 
agcaataaac cagccagccg gaagggccga gogcagaagt ggtcctgcaa ctttatccgc 2760 
ctccatccag tctattaatt gttgccggga agctagagta agtagttcgc cagttaatag 2820 
tttgcgcaac gttgttgcca ttgctacagg catcgtggtg tcacgctcgt cgtttggtat 2880 
ggcttcattc agctccggtt cccaacgatc aaggcgagtt acatgatccc ccatgttgtg 2940 
caaaaaagcg gttagctcct tcggtcctcc gatcgttgtc agaagtaagt tggccgoagt 
gttatcactc atggttatgg cagcactgca taattctctt actgtcatgo catccgtaag 
atgcttttct gtgactggtg agtactcaac caagtcattc tgagaatagt gtatgcggcg 
accgagttgc tottgcocgg cgtcaatacg ggataatacc gcgccacata gcagaacttt 
aaaagtgctc atcattggaa aacgttcttc ggggcgaaaa ctctcaagga tcttaccgot 
gttgagatcc agttcgatgt aacccactcg tgcacccaac tgatcttcag catcttttac 
tttcaccagc gtttctgggt gagcaaaaac aggaaggcaa aatgccgcaa aaaagggaat 
aagggcgaca cggaaatgtt gaatactcat actcttcctt tttcaatatt attgaagcat 
ttatcagggt tattgtctca tgagcggata catatttgaa tgtatttaga aaaataaaca 
aataggggtt ccgcgcacat ttccocgaaa agtgccacct gacgtctaag aaaccattat 
tatcatgaca ttaacctata aaaataggcg tatcacgagg ccctttcgtc 
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tcgcgcgttt cggtgatgac ggtgaaaacc tctgacacat gcagctcccg gagacggtca 
cagcttgtct gtaagcggat gccgggagca gacaagcccg tcagggcgcg tcagcgggtg 
ttggcgggtg tcggggctgg cttaactatg cggcatcaga gcagattgta ctgagagtgc 
accatatgcg gtgtgaaata ccgcacagat gcgtaaggag aaaataccgc atcaggcgcc 
attcgccatt caggctgcgc aactgttggg aagggcgatc ggtgcgggcc tcttcgctat 
tacgccagct ggcgaaaggg ggatgtgotg caaggcgatt aagttgggta acgccagggt 
tttcccagtc acgacgttgt aaaacgacgg ccagtgaatt cggcgcgcog agctcctcga 
gcaaatttac acattgccac taaacgtcta aacccttgta atttgttttt gttttactat 
gtgtgttatg tatttgattt gcgataaatt tttatatttg gtactaaatt tataacacct 
tttatgctaa cgtttgccaa cacttagcaa tttgcaagtt gattaattga ttctaaatta 
tttttgtctt ctaaatacat atactaatca actggaaatg taaatatttg ctaatatttc 
tactatagga gaattaaagt gagtgaatat ggtaccacaa ggtttggaga tttaattgtt 
gcaatgctgc atggatggca tatacaccaa acattcaata attcttgagg ataataatgg 
taocacacaa gatttgaggt gcatgaacgt cacgtggaca aaaggtttag taatttttoa 
agacaacaat gttaccacac acaagttttg aggtgcatgc atggatgccc tgtggaaagt 
ttaaaaatat tttggaaatg atttgcatgg aagccatgtg taaaaccatg acatccactt 
ggaggatgca ataatgaaga aaactaoaaa tttacatgca actagttatg catgtagtct 
atataatgag gattttgcaa tactttcatt catacacact cactaagttt tacacgatta 
taatttcttc atagccagca gatctgccgg catcgatccc gggccatggc ctgctttaat iisu 
gagatatgcg agacgcctat gatcgcatga tatttgcttt oaattotgtt gtgcacgttg 1200 
taaaaaacct gagcatgtgt agctcagato cttaccgocg gtttcggttc attctaatga 1260 
atatatcacc cgttactatc gtatttttat gaataatatt ctccgttcaa tttactgatt 1320 
gtocgtcgac gagctcggog cgccaagctt ggogtaatca tggtcatagc tgtttcctgt 1380 
gtgaaattgt tatccgctca caattccaca caacatacga gccggaagca taaagtgtaa 
agcctggggt gcctaatgag tgagctaact cacattaatt gcgttgcgct cactgcccgc 
tttccagtcg ggaaacctgt cgtgccagct gcattaatga atcggccaac gcgcggggag i26U 
aggcggtttg cgtattgggc gctottccgc ttcctcgctc actgactcgc tgogctcggt 1620 
cgttcggctg cggcgagcgg tatcagctca ctcaaaggcg gtaatacggt tatccacaga 1680 
atcaggggat aacgcaggaa agaacatgtg agcaaaaggc cagcaaaagg ccaggaaccg 1740 
taaaaaggcc gcgttgctgg cgtttttcca taggctccgo ccccctgacg agcatcaoaa 1800 
aaatcgacgc tcaagtcaga ggtggcgaaa cccgacagga ctataaagat accaggcgtt 1860 
tccccctgga agctccctcg tgcgctctcc tgttccgacc ctgocgotta ccggatacct 1920 
gtccgccttt ctcccttcgg gaagcgtggc gctttotcat agctcacgct gtaggtatct 1980 
cagttcggtg taggtcgttc gctccaagct gggctgtgtg cacgaacooc ccgttoagcc 2040 
cgaccgctgo gccttatccg gtaactatcg tcttgagtcc aacccggtaa gacacgactt 2100 
atcgccactg gcagcagcca ctggtaacag gattagcaga gcgaggtatg taggcggtgc 2160 
tacagagttc ttgaagtggt ggcotaaota cggctacact agaaggacag tatttggtat 2220 
ctgcgctctg otgaagocag ttaccttogg aaaaagagtt ggtagctctt gatccggcaa 2280 
acaaaccacc gctggtagcg gtggtttttt tgtttgcaag cagcagatta cgcgcagaaa 2340 
aaaaggatct oaagaagatc ctttgatctt ttctacgggg tctgacgotc agtggaacga 2400 
aaaotcacgt taagggattt tggtcatgag attatcaaaa aggatottca cctagatcot 2460 
tttaaattaa aaatgaagtt ttaaatcaat ctaaagtata tatgagtaaa cttggtctga 2520 
cagttaccaa tgottaatca gtgaggcacc tatctcagcg atctgtctat ttcgttcatc 2580 
catagttgco tgactccocg tcgtgtagat aactacgata cgggagggot tacoatctgg 2640 
occcagtgct gcaatgatac cgcgagaccc acgctcaccg gctccagatt tatcagcaat 2700 
aaaccagcca gccggaaggg ccgagcgcag aagtggtcot gcaactttat ccgcctccat 2760 
ccagtctatt aattgttgcc gggaagctag agtaagtagt tcgccagtta atagtttgog 
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attcagctcc 
agcggttagc 
actcatggtt 
ttctgtgact 
ttgctcttgc 
gctcatcatt 
atccagttcg 
cagcgtttct 
gacacggaaa 
gggttattgt 
ggttccgcgc 
gacattaacc 

<210> 55 



ggttcccaac 
tccttcggtc 
atggcagcac 
ggtgagtact 
ccggcgtcaa 
ggaaaacgtt 
atgtaaccca 
gggtgagcaa 
tgttgaatac 
ctcatgagcg 
acatttcccc 
tataaaaata 



gatcaaggcg 
ctccgatcgt 
tgcataattc 
caaccaagtc 
tacgggataa 
cttcggggcg 
ctcgtgcacc 
aaacaggaag 
tcatactctt 
gatacatatt 
gaaaagtgcc 
ggcgtatcac 
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agttacatga 
tgtcagaagt 
tcttactgtc 
attctgagaa 
taccgcgcca 
aaaactctca 
caactgatct 
gcaaaatgcc 
cctttttcaa 
tgaatgtatt 
acctgacgtc 
gaggcccttt 



tcccccatgt 
aagttggccg 
atgccatccg 
tagtgtatgc 
catagcagaa 
aggatcttac 
tcagcatctt 
gcaaaaaagg 
tattattgaa 
tagaaaaata 
taagaaacca 
cgtc 



tgtgcaaaaa 
cagtgttatc 
taagatgctt 
ggcgaccgag 
ctttaaaagt 
cgctgttgag 
ttactttcac 
gaataagggc 
gcatttatca 
aacaaatagg 
ttattatcat 



2940 
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misc_feature 

Sequenz stellt eine pflanzliche Promotor-Terminator-Expressionska 
ssette in Vektor pUC19 dar 



<400> 55 



tcgcgcgttt 
cagcttgtct 
ttggcgggtg 
accatatgcg 
attcgccatt 
tacgccagct 
tttcccagtc 
gcaaatttac 

gtgtgttatg 

tttatgctaa 
tttttgtctt 
tactatagga 
gcaatgctgc 
taccacacaa 
agacaacaat 
ttaaaaatat 
ggaggatgca 
atataatgag 
taatttcttc 
gctttaatga 
gcacgttgta 
tctaatgaat 



cggtgatgac 

gtaagcggat 

tcggggctgg 

gtgtgaaata 

caggctgcgc 

ggcgaaaggg 

acgacgttgt 

acattgccac 

tatttgattt 

cgtttgccaa 

ctaaatacat 

gaattaaagt 

atggatggca 

gatttgaggt 

gttaccacac 

tttggaaatg 

ataatgaaga 

gattttgcaa 

atagccagcc 

gatatgcgag 

aaaaacctga 

atatcacccg 



ggtgaaaacc 

gccgggagca 

cttaactatg 

ccgcacagat 

aactgttggg 

ggatgtgctg 

aaaacgacgg 

taaacgtcta 

gcgataaatt 

cacttagcaa 

atactaatca 

gagtgaatat 

tatacaccaa 

gcatgaacgt 

acaagttttg 

atttgcatgg 

aaactacaaa 

tactttcatt 

caccgcggtg 

acgcctatga 

gcatgtgtag 

ttactatcgt 



tctgacacat 
gacaagcccg 
cggcatcaga 
gcgtaaggag 

aa gggcgatc 

caaggcgatt 
ccagtgaatt 
aacccttgta 
tttatatttg 
tttgcaagtt 
actggaaatg 
ggtaccacaa 
acattcaata 
cacgtggaca 
aggtgcatgc 
aagccatgtg 
tttacatgca 
catacacact 

ggcggccgcc 

tcgcatgata 
ctcagatcct 
atttttatga 



gcagctcccg 

tcagggcgcg 

gcagattgta 

aaaataccgc 

ggtgcgggcc 

aagttgggta 

cggcgcgccg 

atttgttttt 

gtactaaatt 

gattaattga 

taaatatttg 

ggtttggaga 

attcttgagg 

aaaggtttag 

atggatgccc 

taaaaccatg 

actagttatg 

cactaagttt 

tgcagtctag 

tttgctttca 

taccgccggt 

ataatattct 



gagacggtca 

tcagcgggtg 

ctgagagtgc 

atcaggcgcc 

tcttcgctat 

acgccagggt 

agctcctcga 

gttttactat 

tataacacct 

ttctaaatta 

ctaatatttc 

tttaattgtt 

ataataatgg 

taatttttca 

tgtggaaagt 

acatccactt 

catgtagtct 

tacacgatta 

aaggcctcct 

attctgttgt 

ttcggttcat 

ccgttcaatt 
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tactgattgt 
tgtttttgtt 
ctaaatttat 
taattgattc 
atatttgcta 
ttggagattt 
cttgaggata 
ggtttagtaa 
gatgccctgt 
aaccatgaca 
agttatgcat 
taagttttac 
gttaaccctg 
ttctgttgtg 
tcggttcatt 
cgttcaattt 
tcatggtcat 
cgagccggaa 
attgcgttgc 
tgaatcggcc 
ctcactgact 
gcggtaatac 
ggccagcaaa 
cgcccccctg 
ggactataaa 
accctgccgc 
catagctcac 
gtgcacgaac 
tccaacccgg 
agagcgaggt 
actagaagga 
gttggtagct 
aagcagcaga 
gggtctgacg 
aaaaggatct 
atatatgagt 
gcgatctgtc 
atacgggagg 
ccggctccag 
cctgcaactt 
agttcgccag 
cgctcgtcgt 
tgatccccca 
agtaagttgg 
gtcatgccat 
gaatagtgta 
ccacatagca 
tcaaggatct 



77 



ccgtcgagca 
ttactatgtg 
aacacctttt 
taaattattt 
atatttctac 
aattgttgca 
ataatggtac 
tttttcaaga 
ggaaagttta 
tccacttgga 
gtagtctata 
acgattataa 
ctttaatgag 
cacgttgtaa 
ctaatgaata 
actgattgtc 
agctgtttcc 
gcataaagtg 
gctcactgcc 
aacgcgcggg 
cgctgcgctc 
ggttatccac 
aggccaggaa 
acgagcatca 
gataccaggc 
ttaccggata 
gctgtaggta 
cccccgttca 
taagacacga 
atgtaggcgg 
cagtatttgg 
cttgatccgg 
ttacgcgcag 
ctcagtggaa 
tcacctagat 
aaacttggtc 
tatttcgttc 
gcttaccatc 
atttatcagc 
tatccgcctc 
ttaatagttt 
ttggtatggc 
tgttgtgcaa 
ccgcagtgtt 
ccgtaagatg 
fc gcggcgacc 
gaactttaaa 
taccgctgtt 



aatttacaca 
tgttatgtat 
atgctaacgt 
ttgtcttcta 
tataggagaa 
atgctgcatg 
cacacaagat 
caacaatgtt 
aaaatatttt 
ggatgcaata 
taatgaggat 
tttcttcata 
atatgcgaga 
aaaacctgag 
tatcacccgt 
cgtcgacgaa 
tgtgtgaaat 
taaagcctgg 
cgctttccag 
gagaggcggt 
ggtcgttcgg 
agaatcaggg 
ccgtaaaaag 
caaaaatcga 
gtttccccct 
cctgtccgcc 
tctcagttcg 
gcccgaccgc 
cttatcgcca 
tgctacagag 
tatctgcgct 
caaacaaacc 



aaaaaaagga 
cgaaaactca 
ccttttaaat 
tgacagttac 
atccatagtt 
tggccccagt 
aataaaccag 
catccagtct 
gcgcaacgtt 
ttcattcagc 
aaaagcggtt 
atcactcatg 
cttttctgtg 
gagttgctct 
agtgctcatc 
gagatccagt 



ttgccactaa 
ttgatttgcg 
ttgccaacac 
aatacatata 
ttaaagtgag 
gatggcatat 
ttgaggtgca 
accacacaca 
ggaaatgatt 
atgaagaaaa 
tttgcaatac 
gccagcggat 
cgcctatgat 
catgtgtagc 
tactatcgta 
ttcgagctcg 
tgttatccgc 
ggtgcctaat 
tcgggaaacc 
ttgcgtattg 
ctgcggcgag 
gataacgcag 
gccgcgttgc 
cgctcaagtc 
ggaagctccc 
tttctccctt 
gtgtaggtcg 
tgcgccttat 
ctggcagcag 
ttcttgaagt 
ctgctgaagc 
accgctggta 
tctcaagaag 
cgttaaggga 
taaaaatgaa 
caatgcttaa 
gcctgactcc 
gctgcaatga 
ccagccggaa 
attaattgtt 
gttgccattg 
tccggttccc 
agctccttcg 
gttatggcag 
actggtgagt 
tgcccggcgt 
attggaaaac 
tcgatgtaac 



acgtctaaac 
ataaattttt 
ttagcaattt 
ctaatcaact 
tgaatatggt 
acaccaaaca 
tgaacgtcac 
agttttgagg 
tgcatggaag 
ctacaaattt 
tttcattcat 
ccgatatcgg 
cgcatgatat 
tcagatcctt 
tttttatgaa 
gcgcgccaag 
tcacaattcc 
gagtgagcta 
tgtcgtgcca 
ggcgctcttc 
cggtatcagc 
gaaagaacat 

tggcgttttt 

a £raggtggcg 
tcgtgcgctc 
cgggaagcgt 
ttcgctccaa 
ccggtaacta 
ccactggtaa 
SStggcctaa 
cagttacctt 
gcggtggttt 
atcctttgat 
ttttggtcat 
gttttaaatc 
tcagtgaggc 
ccgtcgtgta 
taccgcgaga 
gggccgagcg 
gccgggaagc 
ctacaggcat 
aacgatcaag 
gtcctccgat 
cactgcataa 
actcaaccaa 
caatacggga 
gttcttcggg 
ccactcgtgc 



ccttgtaatt 
atatttggta 
gcaagttgat 
ggaaatgtaa 
accacaaggt 
ttcaataatt 
gtggacaaaa 
tgcatgcatg 
ccatgtgtaa 
acatgcaact 
acacactcac 
gcccgctagc 
ttgctttcaa 
accgccggtt 
taatattctc 
cttggcgtaa 
acacaacata 
actcacatta 
gctgcattaa 
cgcttcctcg 
tcactcaaag 
gtgagcaaaa 
ccataggctc 
aaacccgaca 
tcctgttccg 
ggcgctttct 
gctgggctgt 
tcgtcttgag 
caggattagc 
ctacggctac 
cggaaaaaga 
ttttgtttgc 
cttttctacg 
gagattatca 
aatctaaagt 
acctatctca 
gataactacg 
cccacgctca 
cagaagtggt 
tagagtaagt 
cgtggtgtca 
gcgagttaca 
cgttgtcaga 
ttctcttact 
gtcattctga 
taataccgcg 
gcgaaaactc 
acccaactga 
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tcttcagcat cttttacttt caccagcgtt tctgggtgag caaaaacagg aaggcaaaat 
gccgcaaaaa agggaataag ggcgacacgg aaatgttgaa tactcatact cttccttttt 
caatattatt gaagcattta tcagggttat tgtctcatga gcggatacat atttgaatgt 
atttagaaaa ataaacaaat aggggttccg cgcacatttc cccgaaaagt gccacctgac 
gtctaagaaa ccattattat catgacatta acctataaaa ataggcgtat cacgaggccc 
tttcgtc " 



4260 
4320 
4380 
4440 
4500 
4507 



<210> 56 



<211> 17752 

<212> DNA 

<213> Phaeodactylum tricornutum, Pkyscomitrella patens 
<220> 

<221> CDS 

<222> (11543) . . (12415) 

<223> Delta-6-Elongase 

<220> 

<221> CDS 

<222> (13313) . . (14890) 

<223 > Delta- 6 -Desaturase 



<220> 

<221> CDS 

<222> (15791) . . (17200) 

<223> Delta-5 -Desatur ase 



<400> 56 



gatctggcgc cggccagcga gacgagcaag attggccgcc gcccgaaacg atccgacagc 
gcgcccagca caggtgcgca ggcaaattgc accaacgcat acagcgccag cagaatgcca 
tagtgggcgg tgacgtcgtt cgagtgaacc agatcgcgca ggaggcccgg cagcaccggc 
ataatcaggc cgatgccgac agcgtcgagc gcgacagtgc tcagaattac gatcaggggt 
atgttgggtt tcacgtctgg cctccggacc agcctccgct ggtccgattg aacgcgcgga 
ttctttatca ctgataagtt ggtggacata ttatgtttat cagtgataaa gtgtcaagca 
tgacaaagtt gcagccgaat acagtgatcc gtgccgccct ggacctgttg aacgaggtcg 
gcgtagacgg tctgacgaca cgcaaactgg cggaacggtt gggggttcag cagccggcgc 
tttactggca cttcaggaac aagcgggcgc tgctcgacgc actggccgaa gccatgctgg 
cggagaatca tacgcattcg gtgccgagag ccgacgacga ctggcgctca tttctgatcg 
ggaatgcccg cagcttcagg caggcgctgc tcgcctaccg cgatggcgcg cgcatccatg 
ccggcacgcg accgggcgca ccgcagatgg aaacggccga cgcgcagctt cgcttcctct 
gcgaggcggg tttttcggcc ggggacgccg tcaatgcgct gatgacaatc agctacttca 
ctgttggggc cgtgcttgag gagcaggccg gcgacagcga tgccggcgag cgcggcggca 
ccgttgaaca ggctccgctc tcgccgctgt tgcgggccgc gatagacgcc ttcgacgaag 
ccggtccgga cgcagcgttc gagcagggac tcgcggtgat tgtcgatgga ttggcgaaaa 
ggaggctcgt tgtcaggaac gttgaaggac cgagaaaggg tgacgattga tcaggaccgc 
tgccggagcg caacccactc actacagcag agccatgtag acaacatccc ctcccccttt 
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1140 
1200 
1260 
1320 
1380 
1440 
1500 
1560 
1620 
1680 
1740 
1800 
1860 
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ccaccgcgtc agacgcccgt agcagcocgo tacgggcttt ttcatgccct gccctagcgt 
ccaagcotca cggccgcgct cggcctctct ggcggccttc tggcgctctt ccgcttcctc 
gctcactgac tcgctgcgct cggtcgttcg gctgcggcga gcggtatcag ctcactcaaa 
ggcggtaata cggttatcca cagaatcagg ggataacgca ggaaagaaca tgtgagcaaa 
aggccagcaa aaggccagga accgtaaaaa ggccgcgttg ctggcgtttt tccataggct 
ccgcccccct gacgagcatc acaaaaatcg acgctcaagt cagaggtggc gaaacccgac 
aggactataa agataccagg cgtttccccc tggaagctcc ctcgtgcgct ctcctgttcc 
gaccctgccg cttaccggat acctgtccgc ctttctccct tcgggaagcg tggcgctttt 
ccgctgcata accctgcttc ggggtcatta tagcgatttt ttcggtatat ccatoctttt 
togcacgata tacaggattt tgccaaaggg ttcgtgtaga ctttccttgg tgtatccaac 
ggcgtcagcc. gggcaggata ggtgaagtag gccoacccgc gagcgggtgt tccttcttca 
ctgtccctta ttcgcacctg gcggtgctca aogggaatcc tgctctgcga ggctggccgg 
ctaccgccgg cgtaacagat gagggcaagc ggatggctga tgaaaccaag ccaaccagga iB60 
agggcagccc acctatcaag gtgtactgcc ttccagacga acgaagagcg attgaggaaa 1920 
aggcggcggc ggccggcatg agcctgtcgg cctacctgct ggccgtcggc cagggctaca 1980 
aaatoacggg cgtcgtggac tatgagcacg tccgcgagct ggcccgcatc aatggcgacc 2040 
tgggccgcct gggcggcctg ctgaaactct ggctcaccga cgacccgcgc acggcgcggt 2100 
tcggtgatgc cacgatcctc gccctgctgg cgaagatcga agagaagcag gacgagct^ 
gcaaggtcat gatgggcgtg gtccgcccga gggcagagcc atgacttttt tagccgctaa 
aacggccggg gggtgcgcgt gattgccaag cacgtcccca tgcgctccat caagaagagc 
gacttcgcgg agctggtgaa gtacatcacc gacgagcaag gcaagaccga gcgcctttgc 2340 
gacgctcacc gggctggttg ccctcgccgc tgggctggcg gccgtctatg gccctgcaaa 2400 
cgcgccagaa acgccgtcga agccgtgtgo gagacaccgc ggccgccggc gttgtggata 2460 
cctcgcggaa aacttggccc tcactgacag atgaggggcg gacgttgaca cttgaggggc 
cgactcaccc ggcgcggcgt tgacagatga ggggcaggct cgatttcggc cggcgacgtg 
gagotggcca gcctogcaaa tcggcgaaaa cgcctgattt tacgcgagtt tcccacagat 
gatgtggaca agcctgggga taagtgccct gcggtattga cacttgaggg gcgcgactac 
tgacagatga ggggcgcgat ccttgacact tgaggggcag agtgctgaca gatgaggggc 
gcacctattg acatttgagg ggctgtccac aggcagaaaa tccagcattt gcaagg^tt: 
ccgcccgttt ttcggccaco gctaacctgt cttttaacct gcttttaaac caatatttat 2880 
aaaccttgtt tttaaccagg gctgcgccct gtgcgcgtga ccgcgcacgc cgaagggggg 2940 
tgccccccct t= t cgaaccc tcccggcccg ctaacgcggg cctccca.cc ccccaggggc Tool 
tgcgcccctc ggccgcgaac ggcctcaccc caaaaatggc agcgctggca gtccttgcoa " 
ttgccgggat cggggcagta acgggatggg cgatcagccc gagcgcgacg cccggaagca 
ttgacgtgcc gcaggtgctg gcatcgacat tcagcgacca ggtgccgggc agtgagggcg 
gcggcctggg tggcggcctg cccttcactt cggccgtogg ggcattcacg gacttcatgg 
cggggccggc aatttttacc ttgggcattc ttggcatagt ggtcgcgggt gccgtgctcg 
tgttcggggg tgcgataaac ccagcgaacc atttgaggtg ataggtaaga ttataccgag 
gtatgaaaac gagaattgga cctttacaga attactctat gaagcgccat atttaaaaag 
ctaccaagac gaagaggatg aagaggatga ggaggcagat tgccttgaat atattgacaa 
tactgataag ataatatatc ttttatatag aagatatcgc cgtatgtaag gatttcaggg 
ggcaaggoat aggcagcgog cttatcaata tatctataga atgggcaaag cataaaaact 
tgcatggact aatgottgaa accoaggaca ataaccttat agcttgtaaa ttotatcata 
attgggtaat gactccaact tattgatagt gttttatgtt cagataatgc ccgatgactt 
tgtcatgcag ctccaccgat tttgagaacg acagcgactt ocgtcccago cgtgccaggt 
gctgcctcag attcaggtta tgccgctcaa ttcgctgcgt atatcgcttg JgLa-t 
gcagctttcc cttcaggcgg gattcataca gcggccagcc atccgtcatc catat^acca 
cgtcaaaggg tgacagcagg otcataagac gccccagcgt cgccatagtg cgttcaccga 



2160 
2220 
2280 



2520 
2580 
2640 
2700 
2760 
2820 



3060 
3120 
3180 
3240 
3300 
3360 
3420 
3480 
3540 
3600 
3660 
3720 
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atacgtgcgc 
gcgatttagc 
tgcccggctg 
cgtgttgagg 
catatcaatg 
ccatgtttta 
acgcaccacc 
agcacctcaa 
tggtttcaaa 
aaaagctgtt 
cttgttataa 
taaatggcta 
gtaaaagata 
aacctatatt 



gaaaaggaca 
gaacggcatg 
gaagagtatg 
aggctctttc 
ttagccgaat 
gaagaagaca 
cccgaagagg 
gatggcaaag 
gacattgcct 
ctattttttg 
ctggatgaat 
caccgacttc 
gggcaagggg 
cggccagacg 
ggcaccaggc 
cccgcaagga 
cgacgcgggg 
gccccgcgaa 
gcgcgacagc 
ttcgcgtcgt 
aggaactatg 
cgaggccaag 
ttccttgttc 
ccgctctgcc 
ggtcattttc 
cgacgatgac 
cgagccgatc 
ccggtattac 
cacgtccgac 
ggaccgtggc 
gtttgctggc 
ggcccgacgg 
aaccttccge 
cggcgaagcc 



aacaaccgtc 
cccgacatag 
tatgcgcgag 
ccaacgccca 
attttctggt 
cggcagtgag 
ccgtcagtag 
aaacaccatc 
atcggctccg 
ttctggtatt 
ttagcttctt 
aaatgagaat 
cggaaggaat 
taaaaatgac 
tgatgctatg 
atggctggag 
aagatgaaca 
actccatcga 
tggattactt 
ctccatttaa 
aacttgtctt 
taagtggctt 
tctgcgtccg 
acttactggg 
tgttttagta 
ttccgcatca 
tcgctggtat 
gtctacggga 
gggtcaaatc 
SSrgtgaatga 
ttttccgccg 
accttccagt 
gtgcaactgg 
ctcgaacagg 
acgaccaaga 
caggccgcgt 
gatattgcgc 
ctgttcacca 
cacgtcaaca 
gaactggtgt 
accttcacgt 
acgaaggccg 
cgcgttgggc 
aagaaaacgt 
gaccactaca 
atgttcgact 
ctcatgtgcg 
tgcgaagagt 



ttccggagac 
ccccactgtt 
gttaccgact 
taatgcgggc 
gcgtaccggg 
agcagagata 
ctgaacagga 
atacactaaa 
tcgatactat 
taaggtttta 

ggggtatctt 

atcaccggaa 
gtctcctgct 
ggacagccgg 
gctggaagga 
caatctgctc 
aagccctgaa 
catatcggat 
actgaataac 
agate cgcgc 
ttcccacggc 
tattgatctt 
gtcgatcagg 
gatcaagect 
cctagatgtg 
agtgttttgg 
tcgtgcaggg 
ccgacttcat 
aggaataagg 
ateggaegtt 
aggatgeega 
ccgtcggctc 
ctccccctgc 
aggeggcagg 
agegaaaaac 
tgctgaaaca 
c gtggccgga 
cgcgcaacaa 
aggacgtgaa 
ggcagcaggt 
tctacgagct 
aggaatgect 
acctggaatc 
cccgttgcca 
cgaaattcat 
atttcagctc 
gateggatte 
tgcgaggcag 
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tgtcataege 
cgtccatttc 
geggectgag 
tgttgcccgg 
ttgagaagcg 
gcgctgatgt 
gggacagctg 
tcagtaagtt 
gttatacgee 
gaatgeaagg 
taaatactgt 
ttgaaaaaac 



aaggtatata 
tataaaggga 
aagctgcctg 
atgagtgagg 
aagattatcg 
tgtccctata 
gatctggccg 
gagctgtatg 
gacctgggag 
gggagaagcg 
gaggatatcg 
gattgggaga 
gegcaacgat 
ctctcaggcc 
caagattegg 
tgccgataag 
gcacattgcc 
tgaccggaag 
aaccatcgca 
gatggtccag 
cctgcccgcg 
tttggcgaag 
cgccggcgag 
cacgaagcag 
cacgatgega 
gaaaatcccg 
gatcacctac 
gttggagtac 
ttgecaggae 
gtcgcgccta 
ggtgtcgctg 
ggtcctgatc 
atgggagaag 
geacegggag 
cacccgcgtg 
cggcctggtg 



gtaaaacagc 
cgcgcagacg 
ttttttaagt 
catccaacgc 
gtgtaagtga 
ccggcggtgc 
atagacacag 
ggcagcatca 
aactttgaaa 
aacagtgaat 
agaaaagagg 
tgatcgaaaa 
agctggtggg 
ccacctatga 
ttccaaaggt 
ccgatggcgt 
agctgtatgc 
cgaatagctt 
atgtggattg 
attttttaaa 



acagcaacat 
geagggegga 
gggaagaaca 
aaataaaata 
gccggcgaca 
gaggcccacg 
aataccaagt 
gtggattatc 
ccggcgtgag 
gcatacaggc 
agccgcaccg 
caagctaegg 
ccatcggccg 
tcgatgacca 
gacctggcaa 
cagatcaagg 
gcgatgccaa 
cgcgaggcgc 
accggcgtcg 
gegaagegea 
ctgggctggt 
caggegaegg 
ctgcaccgct 
gacgaggaaa 
taccgcaagc 
ccgtacccgc 
aagaagtggc 
gaacacgcct 



cagcgctggc 
atgaegtcac 
gaegtaaaat 
cattcatggc 
actgcagttg 
ttttgccgtt 
aagccactgg 
cccataattg 
acaactttga 
tggagttcgt 
aaggaaataa 
ataccgctgc 
agaaaatgaa 
tgtggaacgg 
cctgcacttt 
cctttgctcg 
ggagtgcatc 
agacagccgc 
cgaaaactgg 
gaeggaaaag 
ctttgtgaaa 
caagtggtat 
gtatgtcgag 
ttatatttta 
ageaggageg 
gcaagtattt 
acgagaagga 
tggacaccaa 

tc ggggcaat 

aagaactgat 
tcatgcgtgc 
ccaagatcga 
cc gtggagcg 
tcgacacgcg 
aacaggtcag 
aaatgeaget 
acgacacggc 
tgcaaaacaa 
agetgeggge 
cccctatcgg 
cgatcaatgg 
cgatgggctt 
tccgcgtcct 
tegtegtget 
tgtcgccgac 
tcaagctgga 
gcgagcaggt 
gggtcaatga 



4020 

4080 

4140 

4200 

4260 

4320 

4380 

4440 

4500 

4560 

4620 

4680 

4740 

4800 

4860 

4920 

4980 

5040 

5100 

5160 

5220 

5280 

5340 

5400 

5460 

5520 

5580 

5640 

5700 

5760 

5820 

5880 

5940 

6000 

6060 

6120 

6180 

6240 

6300 

6360 
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6540 
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tgacctggtg 
agccagcgct 
tcagtatcgc 
ttgacaattg 
cgcgagatcc 
cacgaggaga 
ggcgcctaca 
aaggacgctc 

ggggtcgccg 

cgacagattc 
tcgctattct 
acggtaggcg 
ccgatacgat 
gtgttgacac 
gtttccatgg 
acctttaccg 
tttgatccgc 
ctgatcggag 
acagttgttt 
catcaggccg 
aggggagttg 
cggctttatc 
cggttaagcg 
tttgatcaca 
tcatccgtgt 
gagcaaagtc 
gcctgtatcg 
tggcaggata 
gacgttttta 
tgcccttcac 
gcaggcgaaa 
agaatagccc 
gaacgtggac 
tgaaccatca 
ccctaaaggg 
ggaagggaag 
gatcggtgcg 
gattaagttg 
aattaattcc 
ggtattatag 
tcaataactg 
tgtgtaatac 
agcttgggtc 
tcgggagcgg 
tcagcaatat 
ccacagtcga 
tcgccatggg 
agttcggctg 



cattgcaaac 
ttactggcat 
tcgggacgca 
tgattaaggc 
gattgtcggc 
aaaagcccat 
tcgacggcga 
acaaggcgca 
gtatgctgct 
caacgggaat 
ggagcttgtt 
ctgtgcagcc 
tgatggcggt 
caaacgcagc 
cgttcggaac 
cctggcaact 
caatcccgat 
cgggtttaac 
ccttactggg 
acagtcggaa 
atatcgtcaa 
cagcgatttc 
agaaatgaat 
ggcagcaacg 
ttcaaacccg 
tgccgcctta 
agtggtgatt 
tattgtggtg 
atgtactggg 
cgcctggccc 
atcctgtttg 
gagatagggt 
tccaacgtca 
cccaaatcaa 



81 



agcccccgat 
aaagcgaaag 
ggcctcttcg 
ggtaacgcca 
catcttgaaa 
tccaagcaaa 
attatatcag 
ataaattgat 
ccgctcagaa 
cgataccgta 
cacgggtagc 
tgaatccaga 
tcacgacgag 
gcgcgagccc 



gctagggcct 
ttcaggaaca 
cggcgcgctc 
tcagattcga 
cctgaagaaa 
Srgaggcgttc 
gatcattggg 
tctgtccggc 
gcgggcgttg 
ctggtggatg 
gtttatttcg 
gctgatggtc 
cctgggggct 
gctagatcct 
cgtgctgacc 
ggcggccgga 
gcctacagga 
ctacttcctt 
ctttctcagc 
cttcgggtcc 
cgttcacttc 
ctattatgtc 
aagaaggctg 
ctctgtcatc 
gcagcttagt 
caacggctct 
ttgtgccgag 
taaacaaatt 

gtggtttttc 

tgagagagtt 
atggtggttc 
tgagtgttgt 
aagggcgaaa 
gttttttggg 
ttagagcttg 
gagcgggcgc 
ctattacgcc 

gggttttccc 

gaaatatagt 
aacataaatt 
ctggtacatt 
gatatagcta 
gaactcgtca 
aagcacgagg 
caacgctatg 
aaagcggcca 
atcctcgccg 
ctgatgctct 



tgtggggtca 
agcgggcact 
tacgaactgc 
cggcttggag 
gctccagaga 
gctgaacggt 
ctgtcggtct 
gttttcgtgg 
ccggcgggtt 
cgcatcttca 
gtctaccgcc 
gtgttcatct 
atttgcggaa 
gtcggcgtcg 
cgcaagtggc 
ggacttctgc 
accaatgttc 
tggttccggg 
cccagatctg 
ccgacctgta 
taaagaaata 
ggcatagttc 
ataattcgga 
gttacaatca 
tgccgttctt 
cccgctgacg 
ctgccggtcg 
gacgcttaga 
ttttcaccag 
gcagcaagcg 
cgaaatcggc 
tccagtttgg 
aaccgtctat 
gtcgaggtgc 
acggggaaag 
cattcaggct 
agctggcgaa 
agtcacgacg 
ttaaatattt 
tattgatgca 
gccgtagatg 
gcttagctca 
agaaggcgat 
aagcggtcag 
tcctgatagc 
ttttccacca 
tcgggcatgc 
tcgtccagat 



gttccggctg 
gctcgacgca 
cgataaacag 
cggccgacgt 
tgttcgggtc 
tgcgagatgc 
tcaaacagga 
agcccgaaca 
tattgctcgt 
tcctcggcgc 
tgccgggcgg 
ctgccgctct 
ctgcgggcgt 
cagcgggcct 
aacctcccgt 
tcgttccagt 
tcggcctggc 
ggatctcgcg 
gggtcgatca 
ccattcggtg 
gcgccactca 
tcaagatcga 
tctctgcgag 
acatgctacc 
ccgaatagca 
ccgtcccgga 

gggagctgtt 

caacttaata 
tgagacgggc 
gtccacgctg 
aaaatccctt 



aacaagagtc 
cagggcgatg 
cgtaaagcac 
ccggcgaacg 
gcgcaactgt 
agggggatgt 
ttgtaaaacg 
attgataaaa 
agtttaaatt 
aaagactgag 

tcgggggatc 

agaaggcgat 
cccattcgcc 
ggtccgccac 
tgatattcgg 
gcgccttgag 
catcctgatc 



ggggttcagc 

cttgcttcgc 
aggattaaaa 
gcaggatttc 
cgtttacgag 
cgtggcattc 
ggacggcccc 
gcgaggccga 
gatgatcgtc 
acttaatatt 
ggtcgcggcg 
gctaggtagc 
ggcgctgttg 
ggcgggggcg 
gcctctgctc 
agctttagtg 
gtggctcggc 
actcgaacct 
gccggggatg 
agcaatggat 
gcttcctcag 
cagcctgtca 
ggagatgata 
ctccgcgaga 
tcggtaacat 
ctgatgggct 
ggctggctgg 
acacattgcg 
aacagctgat 
gtttgcccca 
ataaatcaaa 
cactattaaa 
gcccactacg 
taaatcggaa 
tggcgagaaa 
tgggaagggc 
gctgcaaggc 
acggccagtg 
taacaagtca 
cagaaatatt 
tgcgatatta 
cgtcgaagct 
gcgctgcgaa 
gccaagctct 
acccagccgg 
caagcaggca 
cctggcgaac 
gacaagaccg 
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7800 

7860 
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7980 
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8220 
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8580 

8640 

8700 

8760 
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8880 
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9000 
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9120 

9180 
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£££ 222; 222: rsr cttsstsstc — — 
-«™ 222: 2™ r tttctcg 

tcccttcccg cttcacrtaac c <=ggca cttcgcccaa tagcagccag 

: ™ j 5C c^ 22*2 2221 r~; 22*2 

ttgacaaaaa gaaccacrcrccr rr^f^ BSScaccgga caggtcggtc 

cc 3att3tct ^ ~5 222: :r~ >tc — 

cctgcgtgca atccatcttg ttcaa tL.i " a3cctct =— oocago ggccggaga, 
tctggattga gagtg.,2 222. E~ t " ' 
agtggagcat ttttg.c^g. L.ta2ge 222 • t39 " C9t0 
«=gcge»t,. atggt«ctg acgtatgtgc 222! 2 ! ^«»tg, 
tgagtggcto cttoaacgtt gcggttS 22 aaaotccaga aacccgcggc 
gtcatcggcg gggg.eaSa 222^ 222! 2"" C39 "tgtcccgc 
gcgocateag atoottggcg g222 ° 9=«»=gatc ttg.tcccct 

cttaccag.g gg^Lg 5~ 222t 22TT 3CttC " M= 

222: 222: ~- ™- 222; 222: 
— s. s 222: 222: 

gcgtgaagct tgoatgcctg caggtcaaccx ™ <=ffccctgagt gcttgcggca 

attgccacta aacgtctaaf ™^ 
tttga ttt gc gataaatttt tatat^ggt acSaattS ^ 
tttgccaaca cttagcaatt tgcaagttga ttaatta^ t ^ OMettt tat 3Ctaacg 
aaatacatat actaatcaac tIZS ttaatt * a " ctaaattatt tttgtcttct 
-aaagtga gtgaatatgg' ~£ ~f 
ggatggcata tacaccaaac attcaataat ^ ^ttgttgc aatgctgcat 

-gaggtgc atgaacgtca £~ ~S 
taccacacac aagttttaacr <rt- CT ~,<-„ "agca atttttcaag acaacaatgt 

tggaaatgat ttgcatggal *«—*:tt aaaaatattt 

aatgaagaaa actual" aaacc atgac atccacttgg aggatgcaat 

ttttgcaata ctttcattca ^2^' 

agccagccca ccgcggtgga aa atg £ ^^^J^ 

Met Glu val val Glu Arg Phe Tyr Gly Gl! 
5 

fct 9 gat ggg aag gtc teg caq crcre arc* M *. 10 

- ^ sly ^ :f j . j - s 2 2 2 2 s 2 2 

999 gtg gag ttg acg gat acg ccc act ace aaa om 25 

~ - w _ . „ ^ Pro ? ^ £ - £ - «- £ 

gac agt ccc aca ccc ate ate cm ~«-«- 4 ° 

~ ^ P „ Ile - j - s 2 2 2 2 2 2 

gtc att gga ggg ctt ttg tgg ata aaa 55 

- n. aly ^ teu ^ - - S 2 3 S 2 ~ z Z 

- 2 s 2 2 2 2 ^ n 2 « - - 

75 80 Gln Ala Leu Val ^ Val His Asn Leu 

85 90 
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T T ^ ° t9 ^ tgC gtg g3C atc * ct cag 

Phe Cys Phe Ala Leu Ser Leu Tyr Met Cys Val Gly il e Ala Tyr Gl! 

95 100 105 

lit T IT ^ ^ ° tC tg9 gSC aat * Ca tac aat «* aaa 
Ala lie Thr Trp Arg Tyr Ser Leu Trp Gly Asn Ala Tyr ^ Lys 

cat aaa gag atg gcg att ctg gta tac ttg ttc tac atg tot aag tac 
Hxs Lys Glu Met Ala He Leu Val Tyr Leu Phe Tyr Me! Ser Lys t^ 
125 130 135 

f ? T T ^ ** atC atg ata Ct * c ^ «B« acc agg 

val Glu Phe Met Asp Thr Val He Met He Leu Lys Arg ser Thr A^g 

140 "5 uo 

caa ata age ttc etc cac gtt tat cat cat tct tea att tee etc att 
Gin Ile ser Phe Leu His Val Tyr His His Ser Ser He Ser Leu n 

160 "5 170 

tgg tgg get att get eat cac get ect gge ggt gaa gea tat tgg tct 
Trp Trp Ala lie Ala His His Ala Pro Gly Gly Glu Ala Tyr tJ Ser 
175 180 18S 

S S T* T C " a ^ ° at 9tt ° tC atg tat « tat tac ttc 

Ala Ala Leu Asn Ser Gly Val His Val Leu Met Tyr Ala Tyr Tyr Phe 

190 19 5 200 

ttg get gee tgc ctt cga agt age cca aag tta aaa aat aag tac ctt 
Leu Ala Ala Cys Leu Arg Ser Ser Pro Lys Leu Lys Asn Lys Tyr Leu 

205 210 2X5 

ttt tgg gge agg tac ttg aca caa ttc caa atg ttc cag ttt atg etg 
Phe Trp Gly Arg Tyr Leu Thr Gin Phe Gin Met Phe Gin Phe Met Leu 

225 23 
aac tta gtg eag get tac tac gac atg aaa aeg III g C g cca tat cca 
Asn Leu val Gin Ala Tyr Tyr Asp Met Lys Thr Asn Ala Pro £ Ho 

240 245 250 

caa tgg etg ate aag att ttg ttc tae tac atg atc teg ttg etg ttt 
Gin Trp Leu He Lys He Leu Phe Tyr Tyr Met He Ser Le! Le! H 

255 260 265 

ctt ttc gge aat ttt tae gta caa aaa tae ate aaa ecc tct gac aaa 
Leu Phe Gly Asn Phe Tyr Val Gin Lys Tyr He Lys Pro Ser Sp lly 

270 275 280 

aag caa aag gga get aaa act gag tga tctagaagge ctectgettt 
Lys Gin Lys Gly Ala Lys Thr Glu 
285 290 
aatgagatat gegagaegee tatgategea tgatatttge ttteaattct gttgtgeaeg 
taaat aaaaa ******** atcettaccg ceggtttegg ttcattctaa 

tgaatatate acecgttaet ategtatttt tatgaataat atteteegtt eaatttactg 
attgteegte gageaaattt aeaeattgee actaaaegtc taaaecettg taatttgttt 
ttgttttaet atgtgtgtta tgtatttgat ttgcgataaa tttttatatt tggtactaaa 
tttataaeae ettttatget aaegtttgee aaeaettage aatttgeaag ttgattaa^ 
gattetaaat tatttttgte ttetaaatae atatactaat caactggaaa tgtaaatatt 
tgetaatatt tetaetatag gagaattaaa gtgagtgaat atggtaccac aaggtttgga 
gatttaattg ttgeaatget geatggatgg catataeaec aaaeatteaa taattetlga 



11860 



11908 



11956 



12004 



12052 



12100 



12148 



12196 



12244 



12292 



12340 



12388 



12435 



12495 
12555 
12615 
12675 
12735 
12795 
12855 
12915 
12975 
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T^^t g9taCCaCaC ^atttgag gtgcatgaac gtcacgtgga caaaaggttt 
agtaattttt caagacaaca atgttaccac acacaagttt tgaggtgcat gcatggatgc 
cctgtggaaa gtttaaaaat attttggaaa tgatttgcat ggaagccatg tgtalLcca 
tgacatccae ttggaggatg caataatgaa gaaaactaca aatttacatg caactagtta 
tgcatgtagt ctatataatg aggattttgc aatactttca ttcatacaca ctcactaagt 
tttacacgat tataatttct tcatagccag cggatcc atg gta ttc gcg ggc ggf 

Met Val Phe Ala Gly Gly 
295 

gga ctt cag cag g gc tct etc gaa gaa aac ate gae gtc gag cac att 
Gly L eu Gin Gin Gly Ser Leu. Glu Glu Asn He Lp Val Gl! Ss He 

300 305 310 

gec agt atg tct etc ttc age gac ttc ttc agt tat gtg tct tea act 
Ala ser Met Ser Leu Phe Ser Asp Phe Phe Ser Tyr Val Ser Ser Thr 

315 . 320 325 

gtt ggt teg tgg age gta cac agt ata caa ect ttg aag cgc ctg aca 
Val Gly ser Trp Ser Val His Ser He Gin Pro Leu Lys Arg Leu Thr 
330 33 5 

agt aag aag cgt gtt teg gaa age get gec gtg caa tgt ata tea get 
Ser Lys Lys Arg Val Ser Glu Ser Ala Ala Val Gin Cys He Ser Ala 
345 350 355 * 360 

Glu Val Gl 9 T T ^ ^ ^ » *» CtC *» 

Glu Val Gin Arg Asn Ser Ser Thr Gin Gly Thr Ala Glu Ala Leu Ala 

365 370 375 

gaa tea gtc gtg aag ccc acg aga cga agg tea tct eag tgg aag aag 
Glu Ser Val Val Lys Pro Thr Arg Arg Arg Ser Ser Gin TrJ Lys Lys 

380 385 39Q 

teg aca cac ccc eta tea gaa gta gca gta eae aae aag cca age gat 
Ser Thr His Pro Leu Ser Glu Val Ala Val His Asn Lys Pro ser Lp 

395 400 405 

tgc tgg att gtt gta aaa aac aag gtg tat gat gtt tec aat ttt gcg 
Cys Trp lie Val Val Lys Asn Lys Val Tyr Asp Val Ser Asn Phe 111 
410 415 42Q 

IZ ^ T ^ tCa gtt agt aCt tat ttfc 99* <** 9«c 

Asp Glu Hxs Pro Gly Gly Ser Val He Ser Thr Tyr Phe Gly Arg Lp 

" 5 430 435 440 

ggc aca gat gtt ttc tct agt ttt cat gca get tct aca tgg aaa att 

Gly Thr Asp val Phe Ser Ser Phe His Ala Ala Ser Thr Trp Lys He 
445 450 455 

w T T° T ^ ^ gtg ga9 agS ^ W cc ^ aot ~a 

Leu Gin Asp Phe Tyr He Gly Asp Val Glu Arg Val Glu Pro Thr Pro 

460 465 470 

gag ctg ctg aaa gat ttc cga gaa atg aga get ctt ttc ctg agg gag 

Glu Leu Leu Lys Asp Phe Arg Glu Met Arg Ala Leu Phe Leu Arg 111 

475 480 4 8 5 

caa ctt ttc aaa agt teg aaa ttg tac tat gtt atg aag ctg etc acg 

Gin Leu Phe Lys Ser Ser Lys Leu Tyr Tyr Val Met Lys Leu Leu Thr 

490 495 500 

aat gtt get att ttt get gcg age att gca ata ata tgt tgg age aag 



13035 
13095 
13155 
13215 
13275 
13330 



13378 



13426 



13474 



13522 



13570 



13618 



13666 



13714 



13762 



13810 



13858 



13906 



13954 



14002 
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Asn val Ala He Phe Ala Ala Ser He Ala He He Cys Trp ser Lys 
505 510 515 ~ 520 

act att tea gcg gtt ttg get tea get tgt atg atg get etg tgt tte 
Thr lie ser Ala Val Leu Ala Ser Ala cys Met Met Ala Leu Cys Phe 



525 530 



535 



caa cag tge gga tgg eta tee eat gat ttt ete eae aat eag gtg ttt 
Gin Gin Cys Gly Trp Leu Ser His Asp Phe Leu His Asn Gin Val Phe 



540 545 



550 



gag aca ege tgg ett aat gaa gtt gte ggg tat gtg ate gge aae gee 
Glu Thr Arg Trp Leu Asn Glu Val Val Gly Tyr Val He Gly Asn Ala 

555 560 565 

gtt etg ggg ttt agt aea ggg tgg tgg aag gag aag cat aae ett cat 
Val Leu Gly Phe Ser Thr Gly Trp Trp Lys Glu Lys His Asn Leu His 

570 575 580 

eat get get cca aat gaa tge gat cag act tac caa cea att gat gaa 
His Ala Ala Pro Asn Glu Cys Asp Gin Thr Tyr Gin Pro He Asp Glu 

590 595 600 

gat att gat act etc ccc etc att gec tgg age aag gac ata etg gee 
Asp He Asp Thr Leu Pro Leu He Ala Trp Ser Lys Asp He Leu Ala 



60S 610 



615 



aca gtt gag aat aag aca ttc ttg cga ate etc caa tac cag cat etg 
Thr val Glu Asn Lys Thr Phe Leu Arg He Leu Gin Tyr Gin His Leu 



620 625 



630 



700 705 



710 



eae aat ggg atg gag gtt tat aat teg tct aaa gaa ttc gtg agt gca 
His Asn Gly Met Glu Val Tyr Asn Ser Ser Lys Glu Phe Val Ser Ala 

715 72 0 725 

cag ate gta tec aca egg gat ate aaa gga aae ata ttc aac gac tgg 
Gin He Val Ser Thr Arg Asp He Lys Gly Asn He Phe Asn Asp Trl 
730 7 35 7 4 o 

T T T " C ^ 399 ata Cat cat c " ttc eca aca 

Phe Thr Gly Gly Leu Asn Arg Gin He Glu His His Leu Phe Pro Thr 

750 755 7so 

atg ccc agg cat aat tta aac aaa ata gca cct aga gtg gag gtg ttc 



14050 



14098 



14146 



14194 



14242 



14290 



14338 



ttc ttc atg ggt etg tta ttt tte gec cgt ggt agt tgg etc ttt tgg a438 6 
Phe Phe Met Gly Leu Leu Phe Phe Ala Arg Gly Ser Trp Leu Phe tS 

635 640 645 

age tgg aga tat ace tct aea gca gtg etc tea cct gte gac agg ttg 14434 
Ser Trp Arg Tyr Thr ser Thr Ala Val Leu Ser Pro Val Asp Jg Leu 

650 655 660 

ttg gag aag gga act gtt etg ttt cac tac ttt tgg ttc gte ggg aca 144 a? 
Leu Glu Lys Gly Thr Val Leu Phe His Tyr Phe £ Phe £i Gly ^ 

670 675 680 

gcg tge tat ctt etc cct ggt tgg aag cea tta gta tgg atg gcg gtg 14530 
Ala Cys Tyr Leu Leu Pro Gly Trp Lys Pro Leu Val TrJ Met 111 
685 690 695 

act gag etc atg tee ggc atg etg etg ggc ttt gta ttt gta ctt age 14578 
Thr Glu Leu Met Ser Gly Met Leu Leu Gly Phe Val Phe Val Leu Ser 



14626 



14674 



14722 



14770 
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Met Pro Arg His Asn Leu Asn Lvs lie n a B 

Asn Lys lie Ala Pro Arg Val Glu Val Phe 
770 

tgt aag aaa cac ggt ctg gtg tac gaa gac gta tct a tt a , ™ 
Oys Lys Lys His Gly Leu Val ^ ^ f £ ^ «* ~c gg C 

780 er Ile Ala Gly 

785 

act tgc aag gtt ttg aaa crca tto aa „ 790 

- ^ „ ^ Ly , L - - ~ - « « « „ „ 

800 

s s 2 s s ~ c s taa ~- — * aa t « 

810 815 
gcgagacgoc tatgatogca tgatatttgc tttcaattct , 
cctgagcatg tgtagctcag atccttaccg ccg^tcg' 

acccgttact atcgtatttt tat<x aa ,- aJ J ^ttcgg ttcattctaa tgaatatatc 
gagcaaattt aca«ttgcc actaaaceto ^ttactg attgtccgtc 

atgtgtgtta tgtatttgat ^Z^l SSTS 

ettttatgot aacgtttgcc aacaSa^ T ^actaaa tttataacac 

tatttttgtc ttc^aatac atltactaT " ttta ° M » gattctaaat 
tctactatag gagaattaaa t - t ~ t «* 
-gcaatgct gca t gga t gg 2^ ™** a gatttaattg 

ggtaccacac aagatttgag gtccataaa,. ^- C3a taatt <=ttga ggataataat 

caagacaaca atgttaccac TclltTlt f ^ Caaaa **" agtaattttt 
gtttaaaaat at^ttggaaa tgattt^at t9W9C ' t ^gg atgc cctgtggaaa 
ttggaggatg caataltgaa" gSaact^a aTLT^ ^atccac 
ctatataatg aggattttgc ^TcllZ T^IT* ° MOt * tt » ^gcatgtagt 

— tcatagccag cagatct : :: srr^ir~rr 

Met Ala Pro Asp Ala Asp Lys Leu 

£ Z Z 2 2 S 2 s 2 r r - - - - - 

825 ^ a Val Ala Lys His A ^ Ala Ala Thr He 

teg acg cag gaa cgc ctt tgc agt ctg tct tea III 

Ser Thr Gin Glu Arg Leu Cys sir ill t T "° gaa 

840 9 M g ^ Ser L6U Ser Leu Lys Gly Glu Glu 

gtc tgc ate gac gga ate ato ♦-=.«- 85 ° 855 

val cys xie Asp Gly £ £ £ £ £ « *- «o gat cat ccc 

e Tyr Asp Leu Gin Ser Phe Asp His Pro 
865 

9STST ggt gaa acg ate aaa ate ttt crcrt <™ ° 

Gly Gly Glu Thr Xle Lys Met Phe" It T a ^ "** C ** 

ys Met Phe Gly Gly Asn Asp Val Thr Val Gin 
880 

tac aag atg att cac cca tar* 885 

Lys Met Xle His Pro £ hL £ T ^ ^ »" "" ^ 

890 ^ f S Thr 61u ^ His Leu Glu Lys Met 

% s ~ s zi 2 r r *■ 130 959 ^ a - - - 

905 ^ ^ PlM V>1 C ^ ^ Tyx Lys Ph. A»p 

aoc gaa ttt gaa cgc gaa ate aaa cga a,, c- 

- - Glu to3 alu n . Lys 4 a 2 £ 2 2 £ 2 S 



14818 



14866 



14920 



14980 

15040 

15100 

15160 

15220 

15280 

15340 

15400 

15460 

15520 

15580 

15640 

15700 

15760 

15814 



15862 



15910 



15958 



16006 



16054 



16102 



16150 
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920 92S 

930 

cga ggc aag gat ttc ggt act ttg gga tgg ttc tt c ^ ** S 

^ <n y , y . = ely ^ J - - «= - * « «« £ 

945 

tac att gcc att ttc ttc tac ctg cag tac cat t«, *** 
* XV. ^ £ Pte Pte ^ J ^ ^ « * £ « ^ 

acc tct tgg ctg ctq ace ota rr^ 4- 965 

- *~ - j * L s - - - s r = s - = 

975 980 

s = = s = = c s - = 5 s = = % z 

990 995 

ccc tgg gtc aac gac ata eta acre* ^ 

9 atg eta ggc etc ggt gcg gat ttt att ggt 
Leu Gly Leu Gly Ala 



Pro 
1000 

ggt 

Gly 
. 1015 
tac 
Tyr 
1030 
cca 
Pro 
1045 
acc 
Thr 
1060 

get 
Ala 
1075 
etc 
Leu 
1090 

get 

Ala 

1105 

gtg 

val 

1120 

ggc 

Gly 
1135 

ggt 

Gly 
1150 
cac 
His 



Trp Val Asn Asp Met 
1005 

tec aag tgg etc tgg 
Ser Lys Trp Leu Trp 
1020 

acc aat cac gcc gag 
Thr Asn His Ala Glu 
1035 

atg etc eta ttc aac 
Met Leu Leu Phe Asn 
1050 

tgg eta cat cgc ttt 
Trp Leu His Arg Phe 
1065 

gga tac tgg ttg tec 
Gly Tyr Trp Leu Ser 
1080 

cag caa cgc ggc gca 
Gin Gin Arg Gly Ala 
1095 

ttc att cac teg cga 
Phe lie His Ser Arg 
1110 

tac att gcg gtg aac 
Tyr He Ala Val Asn 
1125 

etc gaa tgg tec tgg 
Leu Glu Trp Ser Trp 
1140 

gtg gcg gaa teg etc 
Val Ala Glu Ser Leu 
1155 

aat ttc gaa tec gcg 
Asn Phe Glu ser Ala 



1010 

cag gaa caa cac tgg 
Gin Glu Gin His Trp 
1025 

atg gat ccc gat age 
Met Asp Pro Asp Ser 
1040 

gac tat ccc ttg gat 
Asp Tyr Pro Leu Asp 
1055 

caa gca ttc ttt tac 
Gin Ala Phe Phe Tyr 
1070 

get gtc ttc aat cca 
Ala Val Phe Asn Pro 
1085 

ctt tec gtc ggt ate 
Leu Ser Val Gly il e 
1100 

cgc aag tat gcg gtt 
Arg Lys Tyr Ala Val 
1115 

gtg att get ccg ttt 
Val He Ala Pro Phe 
1130 

cgt gtc ttt gga aac 
Arg val Phe Gly Asn 
1145 

gcg ctg gcg gtc ctg 
Ala Leu Ala Val Leu 
1160 

gat cgc gat ccg acc 
Asp Arg Asp Pro Thr 



Asp Phe He Gly 

acc cac cac get 
Thr His His Ala 

ttt ggt gcc gaa 
Phe Gly Ala Glu 

cat ccc get cgt 
His Pro Ala Arg 

atg ccc gtc ttg 
Met Pro Val Leu 

caa att ctt gac 
Gin lie Leu Asp 

cgt etc gac aac 
Arg Leu Asp Asn 

ttc tgg egg get 
Phe Trp Arg Ala 



tac aca aac tec 
Tyr Thr Asn Ser 

ate atg etc atg 
Ile Met Leu Met 

ttt teg ttg teg 
Phe Ser Leu Ser 



gcc cca ctg aaa 
Ala Pro Leu Lys 



16198 



16246 



16294 



16342 



16387 



16432 



16477 



16522 



16567 



16612 



16657 



16702 



16747 



16792 



16837 



16882 



BASF Plant Science GmbH 



20011000 



PF 54409 DE 



1165 1170 
aag acg gga gaa cca gtc 
Lys Thr Gly Glu Pro Val 
1180 1185 
tec tgc act tac ggt gga 
Ser Cys Thr Tyr Gly Gly 
iISS 12 00 
etc aac ttt cag gtt gaa 
Leu Asn Phe Gin Val Glu 
1210 12 i5 
get tgg tat ccc tac att 
Ala Trp Tyr Pro Tyr He 
1225 !230 
aaa cac ggc gtc cac tac 
Lys His Gly Val His Tyr 
1240 1245 
ttt etc tec ace gtc cgc 
Phe Leu Ser Thr Val Arg 
1255 1260 
aac tgg cgc cag atg gee 
Asn Trp Arg Gin Met Ala 
1270 127 5 



88 

1175 

gac tgg ttc aag aca 
Asp Trp Phe Lys Thr 
1190 

ttc ctt tec ggt tgc 
Phe Leu Ser Gly Cys 
1205 

cac cac ttg ttc cca 
His His Leu Phe Pro 
1220 

gec ccc aag gtc cgc 
Ala Pro Lys Val Arg 
1235 

gec tac tac ccg tgg 
Ala Tyr Tyr Pro Trp 
1250 

tac atg cac gcg gec 
Tyr Met His Ala Ala 
1265 

aga gaa aat ccc ttg 
Arg Glu Asn Pro Leu 



cag gtc gaa act 
Gin Val Glu Thr 

ttc acg gga ggt 
Phe Thr Gly Gly 

cgc atg age age 
Arg Met Ser Ser 

gaa att tgc gec 
Glu He Cys Ala 

ate cac caa aac 
lie His Gin Asn 

ggg ace ggt gee 
Gly Thr Gly Ala 

ace gga egg gcg 
Thr Gly Arg Ala 



1280 

taa agatctgecg gcatcgatcc egggecatgg ectgetttaa tgagatatgc 
gagacgecta tgatcgcatg atatttgett tcaattctgt tgtgcacgtt gtaaaaaacc 
tgagcatgtg tagctcagat ccttaccgcc ggtttcggtt cattctaatg aatatatcac 
ecgttactat cgtattttta tgaataatat tctccgttca atttactgat tgtcegtega 
cgagctcggc gcgcctctag aggatcgatg aatteagatc ggctgagtgg ctecttcaac 
gttgcggttc tgtcagttcc aaacgtaaaa cggcttgtcc cgcgtcatcg gegggggtea 
taacgtgact cccttaattc tccgctcatg atcagattgt cgtttcccgc cttcagttta 
aactatcagt gtttgacagg atatattggc gggtaaacct aagagaaaag agegtttatt 
agaataatcg gatatttaaa agggcgtgaa aaggtttatc cttcgtccat ttgtatgtgc 
atgccaacca cagggttccc ca 

<210> 57 

<211> 290 

<212> PRT 

<213> Phaeodactylum tricornutum, Physcomitrella patens 

<400> 57 



16927 



16972 



17017 



17062 



17107 



17152 



17197 



17250 
17310 
17370 
17430 
17490 
17550 
17610 
17670 
17730 
17752 



Met Glu Val val Glu Arg Phe Tyr Gly Glu Leu Asp Gly Lys val Ser 

1 5 10 15 

Gin Gly Val Asn Ala Leu Leu Gly ser Phe Gly Val Glu Leu Thr Asp 

20 25 30 

Thr Pro Thr Thr Lys Gly Leu Pro Leu Val Asp Ser Pro Thr Pro He 

35 45 
Val Leu Gly Val Ser Val Tyr Leu Thr He Val He Gly Gly Leu Leu 
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50 55 go 

Trp lie Lys Ala Arg Asp Leu Lys Pro Arg Ala Ser Glu Pro Phe Leu 
65 70 75 80 

Leu Gin Ala Leu Val Leu Val His Asn Leu Phe Cys Phe Ala Leu Ser 

85 90 95 

Leu Tyr Met Cys Val Gly lie Ala Tyr Gin Ala He Thr Trp Arg Tyr 

105 no 
Ser Leu Trp Gly Asn Ala Tyr Asn Pro Lys His Lys Glu Met Ala lie 

H5 120 125 

Leu Val Tyr Leu Phe Tyr Met Ser Lys Tyr Val Glu Phe Met Asp Thr 

130 135 140 

Val He Met He Leu Lys Arg Ser Thr Arg Gin lie Ser Phe Leu His 
145 150 155 160 

Val Tyr His His Ser Ser He Ser Leu He Trp Trp Ala He Ala His 

165 170 175 

His Ala Pro Gly Gly Glu Ala Tyr Trp Ser Ala Ala Leu Asn Ser Gly 

180 185 190 

Val His Val Leu Met Tyr Ala Tyr Tyr Phe Leu Ala Ala Cys Leu Arg 

195 200 205 

Ser Ser Pro Lys Leu Lys Asn Lys Tyr Leu Phe Trp Gly Arg Tyr Leu 

210 215 220 

Thr Gin Phe Gin Met Phe Gin Phe Met Leu Asn Leu Val Gin Ala Tyr 
225 230 235 240 

Tyr Asp Met Lys Thr Asn Ala Pro Tyr Pro Gin Trp Leu He Lys He 

245 250 255 

Leu Phe Tyr Tyr Met He Ser Leu Leu Phe Leu Phe Gly Asn Phe Tyr 

260 265 270 

Val Gin Lys Tyr He Lys Pro Ser Asp Gly Lys Gin Lys Gly Ala Lys 
2 ?5 280 285 

Thr Glu 
290 



<210> 58 



<211> 525 

<212> PRT 

<213> Phaeodactylum tricornutum, Physcomitrella patens 

<400> 58 



Met Val Phe Ala Gly Gly Gly Leu 
1 5 
He Asp Val Glu His He Ala Ser 
20 

Ser Tyr Val Ser Ser Thr Val Gly 

35 40 
Pro Leu Lys Arg Leu Thr Ser Lys 
50 55 



Gin Gin Gly Ser Leu Glu Glu Asn 

10 15 
Met Ser Leu Phe Ser Asp Phe Phe 
25 30 
Ser Trp Ser Val His Ser He Gin 
45 

Lys Arg Val Ser Glu Ser Ala Ala 
60 
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Val Gin Cys lie Ser Ala Glu Val Gin Arg Asn Ser Ser Thr Gin Gly 



65 70 75 



80 



Thr Ala Glu Ala Leu Ala Glu Ser Val Val Lys Pro Thr Arg Arg Arg 

85 90 95 

Ser Ser Gin Trp Lys Lys Ser Thr His Pro Leu Ser Glu Val Ala Val' 

100 105 110 

His Asn Lys Pro Ser Asp Cys Trp He Val val Lys Asn Lys Val Tyr 

115 120 125 

Asp Val Ser Asn Phe Ala Asp Glu His Pro Gly Gly Ser Val He Ser 

130 135 140 

Thr Tyr Phe Gly Arg Asp Gly Thr Asp Val Phe Ser Ser Phe His Ala 
145 150 155 X60 

Ala Ser Thr Trp Lys He Leu Gin Asp Phe Tyr He Gly Asp Val Glu 

165 170 i 75 

Arg Val Glu Pro Thr Pro Glu Leu Leu Lys Asp Phe Arg Glu Met Arg 

180 185 190 

Ala Leu Phe Leu Arg Glu Gin Leu Phe Lys Ser Ser Lys Leu Tyr Tyr 

195 200 205 

Val Met Lys Leu Leu Thr Asn Val Ala He Phe Ala Ala Ser He Ala 

210 215 220 

He He Cys Trp Ser Lys Thr He Ser Ala Val Leu Ala Ser Ala Cys 
225 230 235 24 o 

Met Met Ala Leu Cys Phe Gin Gin Cys Gly Trp Leu Ser His Asp Phe 

245 250 255 

Leu His Asn Gin Val Phe Glu Thr Arg Trp Leu Asn Glu Val Val Gly 

260 265 270 

Tyr Val He Gly Asn Ala Val Leu Gly Phe Ser Thr Gly Trp Trp Lys 

275 280 285 

Glu Lys His Asn Leu His His Ala Ala Pro Asn Glu Cys Asp Gin Thr 

290 295 300 

Tyr Gin Pro He Asp Glu Asp He Asp Thr Leu Pro Leu He Ala Trp 

I 05 310 315 3^, 

Ser Lys Asp He Leu Ala Thr Val Glu Asn Lys Thr Phe Leu Arg He 

325 3 3 o 335 

Leu Gin Tyr Gin His Leu Phe Phe Met Gly Leu Leu Phe Phe Ala Arg 

340 345 350 

Gly Ser Trp Leu Phe Trp Ser Trp Arg Tyr Thr Ser Thr Ala Val Leu 

355 360 365 

Ser Pro Val Asp Arg Leu Leu Glu Lys Gly Thr Val Leu Phe His Tyr 

370 375 380 

Phe Trp Phe Val Gly Thr Ala Cys Tyr Leu Leu Pro Gly Trp Lys Pro 
385 390 395 400 

Leu val Trp Met Ala Val Thr Glu Leu Met Ser Gly Met Leu Leu Gly 

405 410 415 

Phe Val Phe Val Leu Ser His Asn Gly Met Glu Val Tyr Asn Ser Ser 

420 42 5 430 

Lys Glu Phe Val Ser Ala Gin He Val ser Thr Arg Asp He Lvs Gly 
435 440 44s 
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Asn lie Phe Asn Asp Trp Phe Thr Gly Gly Leu Asn Arg Gin He Glu 

450 455 460 

Hxs His Leu Phe Pro Thr Met Pro Arg His Asn Leu Asn Lys He Ala 

470 475 
Pro Arg Val Glu Val Phe Cys Lys Lys His Gly Leu Val Tyr Glu Asp 

485 490 495 

Val Ser He Ala Thr Gly Thr Cys Lys Val Leu Lys Ala Leu Lys Glu 

500 505 510 

Val Ala Glu Ala Ala Ala Glu Gin His Ala Thr Thr Ser 

515 52 ° 525 

<210> 59 

<211> 469 

<212> PRT 

<213> Phaeodactylum tricornutum, Physcomitrella patens 

<400> 59 



Met Ala Pro Asp Ala Asp Lys Leu Arg Gin Arg Gin Thr Thr Ala Val 

Ala Lys His Asn Ala Ala Thr He ser Thr Gin Glu Arg Leu Se r 

20 25 30 

Leu Ser Ser Leu Lys Gly Glu Glu Val Cys He Asp Gly He He Tyr 

Asp Leu Gin ser Phe Asp His Pro Gly Gly Glu Thr He Lys Met Phe 

50 55 60 

Gly Gly Asn Asp Val Thr Val Gin Tyr Lys Met He His Pro Tyr His 

70 75 
Thr Glu Lys His Leu Glu Lys Met Lys Arg Val Gly Lys Val Thr Zp 

85 90 95 

Phe Val Cys Glu Tyr Lys Phe Asp Thr Glu Phe Glu Arg Glu He Lys 

100 1°5 110 

Arg Glu val Phe Lys He Val Arg Arg Gly Lys Asp Phe Gly Thr Leu 

115 120 125 

Gly Trp Phe Phe Arg Ala Phe Cys Tyr He Ala He Phe Phe Tyr L eu 

130 135 140 

Gin Tyr His Trp Val Thr Thr Gly Thr Ser Trp Leu Leu Ala Val Ala 

155 160 

Tyr Gly He Ser Gin Ala Met He Gly Met Asn Val Gin His Asp Ala 

165 170 175 

Asn His Gly Ala Thr Ser Lys Arg Pro Trp Val Asn Asp Met Leu Gly 
180 185 190 y 

Leu Gly Ala Asp Phe He Gly Gly Ser Lys Trp Leu Trp Gin Glu Gin 
195 200 

His Trp Thr His His Ala Tyr Thr Asn His Ala Glu Met Asp Pro Asp 
210 215 

Ser Phe Gly Ala Glu Pro Met Leu Leu Phe Asn Asp Tyr Pro Leu Asp 
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225 23 <> .235 240 

His Pro Ala Arg Thr Trp Leu His Arg Phe Gin Ala Phe Phe Tyr Met 

245 250 255 

Pro Val Leu Ala Gly Tyr Trp Leu Ser Ala Val Phe Asn Pro Gin He 

260 265 270 

Leu Asp Leu Gin Gin Arg Gly Ala Leu Ser Val Gly He Arg Leu Asp 

275 280 285 

Asn Ala Phe He His Ser Arg Arg Lys Tyr Ala Val Phe Trp Arg Ala 

290 295 300 

Val Tyr He Ala Val Asn Val He Ala Pro Phe Tyr Thr Asn Ser Gly 
305 310 315 320 

Leu Glu Trp Ser Trp Arg Val Phe Gly Asn He Met Leu Met Gly Val 

325 330 335 

Ala Glu Ser Leu Ala Leu Ala Val Leu Phe Ser Leu Ser His Asn Phe 

340 345 350 

Glu Ser Ala Asp Arg Asp Pro Thr Ala Pro Leu Lys Lys Thr Gly Glu 

355 360 365 

Pro Val Asp Trp Phe Lys Thr Gin Val Glu Thr Ser Cys Thr Tyr Gly 

370 375 380 

Gly Phe Leu Ser Gly Cys Phe Thr Gly Gly Leu Asn Phe Gin Val Glu 
385 390 395 400 

His His Leu Phe Pro Arg Met Ser Ser Ala Trp Tyr Pro Tyr He Ala 

405 410 415 

Pro Lys Val Arg Glu He Cys Ala Lys His Gly Val His Tyr Ala Tyr 

420 425 430 

Tyr Pro Trp He His Gin Asn Phe Leu Ser Thr Val Arg Tyr Met His 

435 440 445 

Ala Ala Gly Thr Gly Ala Asn Trp Arg Gin Met Ala Arg Glu Asn Pro 

450 455 460 

Leu Thr Gly Arg Ala 



465 




<210> 


60 


<211> 


26 


<212> 


DNA 


<213> 


artificial sequence 


<400> 


60 


gaattcggcg cgccgagctc ctcgag 


<210> 


61 



<211> 
<212> 
<213> 



265 
DNA 

artificial sequence 
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<400> 61 



ccaccgcggt gggcggccgc ctgcagtcta gaaggcctcc tgctttaatg agatatgcga 
gacgcctatg atcgcatgat atttgctttc aattctgttg tgcacgttgt aaaaaacctg 
agcatgtgta gctcagatcc ttaccgccgg tttcggttca ttctaatgaa tatatcaccc 
gttactatcg tatttttatg aataatattc tccgttcaat ttactgattg tccgtcgacg 
aattcgagct cggcgcgcca agctt 



<210> 62 

<211> 257 

<212> DNA 

<213> artificial sequence 

<400> 62 



ggatccgata tcgggcccgc tagcgttaac cctgctttaa tgagatatgc gagacgccta 
tgatcgcatg atatttgctt tcaattctgt tgtgcacgtt gtaaaaaacc tgagcatgtg 
tagctcagat ccttaccgcc ggtttcggtt cattctaatg aatatatcac ccgttactat 
cgtattttta tgaataatat tctccgttca atttactgat tgtccgtcga cgaattcgag 
ctcggcgcgc caagctt 



<210> 63 

<211> 5410 

<212> DNA 

<213> artificial sequence 

<400> 63 



ttttggaaat gatttgcatg gaagccatgt gtaaaaccat gacatccact tggaggatgc 
aataatgaag aaaactacaa atttacatgc aactagttat gcatgtagtc tatataatga 
ggattttgca atactttcat tcatacacac tcactaagtt ttacacgatt ataatttctt 
catagccagc ggatccgata tcgggcccgc tagcgttaac cctgctttaa tgagatatgc 
gagacgccta tgatcgcatg atatttgctt tcaattctgt tgtgcacgtt gtaaaaaacc 
tgagcatgtg tagctcagat ccttaccgcc ggtttcggtt cattctaatg aatatatcac 
ccgttactat cgtattttta tgaataatat tctccgttca atttactgat tgtccgtcga 
gcaaatttac acattgccac taaacgtcta aacccttgta atttgttttt gttttactat 
gtgtgttatg tatttgattt gcgataaatt tttatatttg gtactaaatt tataacacct 
tttatgctaa cgtttgccaa cacttagcaa tttgcaagtt gattaattga ttctaaatta 
tttttgtctt ctaaatacat atactaatca actggaaatg taaatatttg ctaatatttc 
tactatagga gaattaaagt gagtgaatat ggtaccacaa ggtttggaga tttaattgtt 
gcaatgctgc atggatggca tatacaccaa acattcaata attcttgagg ataataatgg 
taccacacaa gatttgaggt gcatgaacgt cacgtggaca aaaggtttag taatttttca 
agacaacaat gttaccacac acaagttttg aggtgcatgc atggatgccc tgtggaaagt 
ttaaaaatat tttggaaatg atttgcatgg aagccatgtg taaaaccatg acatccactt 
ggaggatgca ataatgaaga aaactacaaa tttacatgca actagttatg catgtagtct 



60 
120 
180 
240 
265 



60 
120 
180 
240 
257 



60 
120 
180 
240 
300 
360 
420 
480 
540 
600 
660 
720 
780 
840 
900 
960 
1020 
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taatttcS T tttgCaa taCtttCatt cat — ct cactaagttt tacacgatta 
taatttcttc atagccagca gatctgccgg catcgatccc gggccatggc ctgctttaat 
gagatatgcg agacgcctat gaecgcatga tatttgcttt caattctg^t gtgcac^tg 

a'tatc"' ^ ! atgtgt «**«9»te cttaccgccg gtttcggttc aSctaa^ 
atatatcaco cgttactatc gtatttttat gaataatatt ctccgttcaa tttactgatt 
gtccgtcgac gagctcggcg cgccaagctt ggcgtaatca tggtcatago tgtttcSgt 
gtgaaattgt tatccgctca caattccaca caacatacga gccggaagca taaa^aa 
tttL^r gCCtaat9a9 cacattaatt gcgttgcgct cactgc^ 

tttccagtcg ggaaacctgf cgtgccagct gcattaatga atcggccaac gcgcggggag 
aggcggtttg cgtattgggc gctcttccgc ttcctcgctc actgactcgc tgcgctcg^t 
cgttcggotg cggcgagcgg tatcagctca ctcaaaggcg gtaatacggt tatccacS 
atcaggggat aacgcaggaa agaacatgtg agcaaaaggc cagcaaa^ ccaggaaccg 
taaaaaggcc gcgttgctgg cgtttttcca taggctccgc ccccctgacg agcScacal 
aaatcgacgc tcaagtcaga ggtggcgaaa cccgacagga ctataaagat accaggcg^ 
tccccctgga agctccctcg tgcgctctcc tgttccgacc ctgccgctta ccggSa^t 
gtccgccttt: ctcccttcgg gaagcgtggc gctttctcat agctcacgct gtag^atct 
cagttcggtg taggtcgttc gctccaagct gggctgtgtg cacgaacccc ^agcc 
cgaccgctgc gccttatccg gtaactatcg tcttgagtcc aacccggtaa gacacgaltt 
ZZZ^l r gCag<=Ca Hattagcaga gcgaggLtg taggcgg^ 

ctacacS T^ 5 * g9COtaaCta ^ctacact agaaggacag tatttggtat 
ctgcgctctg ctgaagccag ttaccttcgg aaaaagagtt ggtagctctt gatccggcaa 
acaaaccacc gctggtagcg gtggtttttt tgtttgcaag cagcagatta cgcgcagaaa 
aaaaggatct caagaagatc ctttgatctt ttctacgggg tctgacgctc agtggalcga 

aa t a ^:::r taagg3attt t »*- t « «««« c tizz 

tttaaattaa aaatgaagtt ttaaatcaat ctaaagtata tatgagtaaa cttggtctaa 
cagttaccaa tgcttaatca gtgaggcacc tatc t cagcg atctg^tat ttcScatc 
TcT2i: tgaC ! CCCCg tc ^^ aactacgata cgggagggct tac^c^ 
IZIT gCaat ^ atac cgogagaccc acgctcaccg gctccagatt tatcagcaa! 
aaaccagcca gccggaaggg ccgagogcag aagtggtcct gcaactttat ccgcctccat 
ccagtctatt aattgttgcc gggaagctag agtaagtagt tcgccagtta atagtttgcg 
caacgttgtt gccattgcta caggcatcgt ggtgtcacgc tcgtcgJttg gtatggcttc ■ 
attcagctcc ggttcocaac gatcaaggcg agttacatga tcccccatg! tgtgcaaaaa 
agcggttagc tccttcggtc ctccgatcgt tgtcagaagt aagttggccg cagLttatc 
actcatggtt atggcagcac t gcataat tC tcttactgtc atgccSccg taagltgctt 
ttctgtgact ggtgagtact caaccaagtc attctgagaa tagtgtatgc ggcgaccaa. 

ccg9C9tcaa tacgggataa taccgcgcca cat ^ aa S3 

TZHT T aaaCgtt Ctt °^^ aaaactctca aggatcttac cgctgttgag 
SL! at9 ! aaCCCa Ctc ^ a - caactgatct tcagcatctt ttactttcac 
cagogtttct gggtgagcaa aaacaggaag gcaaaatgcc gcaaaaaagg gaataagggc 
gacacggaaa tgttgaatac tcatactctt cctttttcaa tattattga! gcatttatca 
gggttattgt ctcatgagcg gatacatatt tgaatgtatt tagaaaaata aacaaatagg 

ITZIZII ! CatttCCCC acctgacgtc taagaaacca ttattatcat 

gacattaacc tataaaaata ggcgtatcac gaggcccttt cgtctcgcgc gtttcggtga 
tgacggtgaa aacctctgac acatgcagot cccggagacg gtcacagctt gtctgtaagc 

lltllZll ag ! aga ° aag CCCgtCa ^ cgcgtcagcg ggtgttggcg ggtgLgggg 
ctggcttaac tatgcggcat cagagcagat tgtactgaga gtgcaccata tgcg^tgtg! 

a cac« 9 n ! gatgC3taa ^ aaa ^- ccgcatcagg cgccattcgc clttcaggct 
gcgcaactgt tgggaagggc gatcggtgcg ggcctcttcg ctattacgcc agctggcgaa 



1080 

X140 

1200 

1260 

1320 

1380 

1440 

1500 

1560 

1620 

1680 

1740 

1800 

1860 

1920 

1980 

2040 

2100 

2160 

2220 

2280 

2340 . 

2400 

2460 

2520 

2580 

2640 

2700 

2760 

2820 

2880 

2940 

3000 

3060 

3120 

3180 

3240 

3300 

3360 

3420 

3480 

3540 

3600 

3660 

3720 

3780 

3840 

3900 
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agggggatgt 
ttgtaaaacg 
ccactaaacg 
atttgcgata 
ccaacactta 
acatatacta 
aagtgagtga 
ggcatataca 
aggtgcatga 
acacacaagt 
aatgatttgc 
aagaaaacta 
gcaatacttt 
agcccaccgc 
cgagacgcct 
ctgagcatgt 
cccgttacta 
agcaaattta 
tgtgtgttat 
ttttatgcta 
atttttgtct 
ctactatagg 
tgcaatgctg 
gtaccacaca 
aagacaacaa 
tttaaaaata 

<210> 64 



gctgcaaggc 
acggccagtg 
tctaaaccct 
aatttttata 
gcaatttgca 
atcaactgga 
atatggtacc 
ccaaacattc 
acgtcacgtg 
tttgaggtgc 
atggaagcca 
caaatttaca 
cattcataca 
ggtgggcggc 
atgatcgcat 
gtagctcaga 
tcgtattttt 
cacattgcca 
gtatttgatt 
acgtttgcca 
tctaaataca 
agaattaaag 
catggatggc 
agatttgagg 
tgttaccaca 



95 



gattaagttg 
aattcggcgc 
tgtaatttgt 
tttggtacta 
agttgattaa 
aatgtaaata 
acaaggtttg 
aataattctt 
gacaaaaggt 
atgcatggat 
tgtgtaaaac 
tgcaactagt 
cactcactaa 
cgcctgcagt 
gatatttgct 
tccttaccgc 
atgaataata 
ctaaacgtct 
tgcgataaat 
acacttagca 
tatactaatc 
tgagtgaata 
atatacacca 
tgcatgaacg 
cacaagtttt 



ggtaacgcca 
gccgagctcc 
ttttgtttta 
aatttataac 
ttgattctaa 
tttgctaata 
gagatttaat 
gaggataata 
ttagtaattt 
gccctgtgga 
catgacatcc 
tatgcatgta 
gttttacacg 
ctagaaggcc 
ttcaattctg 
cggtttcggt 
ttctccgttc 
aaacccttgt 
ttttatattt 
atttgcaagt 
aactggaaat 
tggtaccaca 
aacattcaat 
tcacgtggac 
gaggtgcatg 



gggttttccc 

tcgagcaaat 
ctatgtgtgt 
accttttatg 
attatttttg 
tttctactat 
tgttgcaatg 
atggtaccac 
ttcaagacaa 
aagtttaaaa 
acttggagga 
gtctatataa 
attataattt 
tcctgcttta 
ttgtgcacgt 
tcattctaat 
aatttactga 
aatttgtttt 
ggtactaaat 
tgattaattg 
gtaaatattt 
aggtttggag 
aattcttgag 
aaaaggttta 
catggatgcc 



agtcacgacg 
ttacacattg 
tatgtatttg 
ctaacgtttg 
tcttctaaat 



aggagaatta 
ctgcatggat 
acaagatttg 
caatgttacc 
atattttgga 
tgcaataatg 
tgaggatttt 
cttcatagcc 
atgagatatg 
tgtaaaaaac 
gaatatatca 
ttgtccgtcg 
tgttttacta 
ttafcaacacc 
attctaaatt 
gctaatattt 
atttaattgt 
gataataatg 
gtaatttttc 
ctgtggaaag 



3960 

4020 

4080 

4140 

4200 

4260 

4320 

4380 

4440 

4500 

4560 

4620 

4680 

4740 

4800 

4860 

4920 

4980 

5040 

5100 

5160 

5220 

5280 

5340 

5400 

5410 



<211> 12093 

<212> DNA 

<213> artificial sequence 

<400> 64 



gatctggcgc 

gcgcccagca 

tagtgggcgg 

ataatcaggc 

atgttgggtt 

ttctttatca 

tgacaaagtt 

gcgtagacgg 

tttactggca 

c ggagaatca 

ggaatgcccg 

ccggcacgcg 

gcgaggcggg 



cggccagcga 

caggtgcgca 

tgacgtcgtt 

cgatgccgac 

tcacgtctgg 

ctgataagtt 

gcagccgaat 

tctgacgaca 

cttcaggaac 

tacgcattcg 

cagcttcagg 

accgggcgca 

tttttcggcc 



gacgagcaag 

ggcaaattgc 

cgagtgaacc 

agcgtcgagc 

cctccggacc 

Sgtggacata 

acagtgatcc 

cgcaaactgg 

aagcgggcgc 

gtgccgagag 

caggcgctgc 

ccgcagatgg 

ggggacgccg 



attggccgcc 

accaacgcat 

agatcgcgca 

gcgacagtgc 

agcctccgct 

ttatgtttat 

gtgccgccct 

cggaacggtt 

tgctcgacgc 

ccgacgacga 

tcgcctaccg 

aaacggccga 

tcaatgcgct 



gcccgaaacg 
acagcgccag 
ggaggcccgg 
tcagaattac 
ggtccgattg 
cagtgataaa 
ggacctgttg 

gggggttcag 

actggccgaa 
ctggcgctca 
cgatggcgcg 
cgcgcagctt 
gatgacaatc 



atccgacagc 

cagaatgcca 

cagcaccggc 

gatcaggggt 

aacgcgcgga 

gtgtcaagca 

aacgaggtcg 

cagccggcgc 

gccatgctgg 

tttctgatcg 

cgcatccatg 

cgcttcctct 

agctacttca 



60 
120 
180 
240 
300 
360 
420 
480 
540 
600 
660 
720 
780 
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840 
900 
960 
1020 
1080 
1140 



1500 
1560 
1620 
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ctgttggggc cgtgcttgag gagcaggccg gcgacagcga tgccggcgag cgcggcggca 
ccgttgaaca ggctccgctc tcgccgctgt tgcgggccgc gatagacgco ttcgacgaag 
ccggtccgga cgcagcgttc gagcagggac tcgcggtgat tgtcgatgga ttggcgaaaa 
ggaggctcgt tgtcaggaac gttgaaggac cgagaaaggg tgacgattga tcaggaccgc 
tgccggagcg caacccactc actacagcag agccatgtag acaacatccc ctcccccttt 

ccaccgcgtc agacgcccgt agcagcccgc tacgggcttt ttcatgccot gccctagcgt iilu 

ccaagoctca cggcogcgct cggcctctct ggcggccttc tggcgctctt ccgcttcctc 1200 

gctcactgac tcgctgcgct cggtcgttcg gctgcggcga gcggtatcag otcactcaaa 1260 

ggcggtaata cggttatcca cagaatcagg ggataacgca ggaaagaaca tgtgagcaaa 1320 

aggccagcaa aaggocagga accgtaaaaa ggccgcgttg ctggcgtttt tccataggct 1380 

ccgcccccct gacgagcatc acaaaaatog acgctcaagt cagaggtggc gaaacccgac 1440 
aggaotataa agataccagg cgtttccccc tggaagctcc ctcgtgcgct ctcctgttcc 
gaccotgccg cttaccggat acctgtccgc ctttctccct tcgggaagcg tggcgctttt 

ccgctgcata accctgcttc ggggtcatta tagcgatttt ttcggtatat ccatcctttt l^o 

tcgcacgata tacaggattt tgccaaaggg ttcgtgtaga ctttcottgg tgtatccaac 1680 

ggcgtcagcc gggcaggata ggtgaagtag gcccacccgc gagcgggtgt tccttcttca 1740 

ctgtccctta ttogcacctg gcggtgctoa acgggaatcc tgctotgcga ggctggccgg 1800 

ctaccgccgg cgtaacagat gagggcaagc ggatggctga tgaaaccaag ccaaccagga 1860 

agggoagccc acctatcaag gtgtactgcc ttccagacga acgaagagcg attgaggaaa 1920 

aggcggcggc ggccggcatg agcctgtcgg cctacctgct ggocgtcggc cagggctaca 1980 

aaatcacggg cgtcgtggac tatgagcacg tccgcgagct ggcccgcatc aatggcgacc 2040 

tgggccgcct gggcggcctg ctgaaactct ggctcaccga cgacccgcgc acggcgcggt 2100 

tcggtgatgc cacgatcctc gccctgctgg cgaagatcga agagaagcag gacgagcttg 2160 

gcaaggtcat gatgggcgtg gtccgcccga gggcagagcc atgacttttt tagccgctaa 2220 

aacggccggg gggtgcgcgt gattgccaag cacgtcocca tgcgctccat caagaagagc 2280 

gacttcgcgg agctggtgaa gtacatcacc gacgagcaag gcaagaccga gcgcctttgc 2340 

gacgctcacc gggctggttg ccctcgccgc tgggctggcg gccgtctatg gccctgcaaa 2400 

cgcgccagaa acgccgtcga agccgtgtgc gagacaccgc ggccgccggc gttgtggata 2460 

cctcgcggaa aacttggccc tcactgacag atgaggggcg gacgttgaca cttgaggggc 2520 

cgactcaccc ggcgcggcgt tgacagatga ggggcaggct cgatttcggc cggcgacgtg 2580 

gagctggcca goctcgcaaa tcggcgaaaa cgcctgattt tacgcgagtt tcccacagat 2640 

gatgtggaca agcctgggga taagtgcoct gcggtattga cacttgaggg gcgcgaotac 2700 

tgacagatga ggggcgcgat ccttgacact tgaggggcag agtgctgaca gatgaggggc 2760 

gcacctattg acatttgagg ggctgtccac aggcagaaaa tccagcattt gcaagggttt 2820 

ccgcccgttt ttoggccacc gctaacctgt cttttaacct gcttttaaao caatatttat 2880 

aaaccttgtt tttaaccagg gctgcgccct gtgcgcgtga ccgcgcacgc cgaagggggg 2940 

tgccccccct tctcgaaccc tcccggcccg ctaaogcggg cctcccatcc ccccaggggc 3000 

tgcgcccctc ggocgogaac ggcctcaccc caaaaatggc agcgctggca gtccttgcca 3 060 

ttgccgggat cggggcagta acgggatggg cgatoagccc gagcgcgacg ccoggaagca 3120 

ttgacgtgcc gcaggtgctg gcatcgacat tcagcgacoa ggtgccgggc agtgagggcg 3180 

goggcctggg tggcggcctg cccttcactt cggocgtcgg ggcattcacg gacttcatgg 3240 

cggggccggc aatttttacc ttgggcattc ttggcatagt ggtcgcgggt gccgtgctcg 3300 

tgttoggggg tgcgataaac ccagcgaacc atttgaggtg ataggtaaga ttataccgag 3360 

gtatgaaaac gagaattgga cctttacaga attactctat gaagcgccat atttaaaaag 3420 

ctaccaagac gaagaggatg aagaggatga ggaggcagat tgccttgaat atattgacaa 348 0 

tactgataag ataatatatc ttttatatag aagatatcgc cgtatgtaag gatttcaggg 3540 
ggcaaggcat aggcagcgcg cttatcaata tatctataga atgggcaaag cataaaaact 
tgoatggact aatgcttgaa acccaggaca ataaccttat agcttgtaaa ttctatcata 
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attgggtaat gactccaact tattgatagt gttttatgtt cagataatgc ccgatgactt 
tgtcatgcag ctcoaccgat tttgagaacg aoagcgactt ccgtcccagc cgtgccaggt 
gctgcctcag attcaggtta tgccgctcaa ttogctgcgt atatcgcttg ctgattacgt 
gcagctttcc cttcaggcgg gattcataca gcggccagcc atccgtcatc catatcacoa 
cgtcaaaggg tgacagcagg ctcataagac gccccagcgt cgccatagtg cgttcaccga 
atacgtgcgc aacaaccgtc ttccggagac tgtcatacgc gtaaaacagc cagcgctggc 
gcgatttagc cccgacatag ccccactgtt cgtccatttc cgcgcagacg atgacgtcac 4080 
tgcccggctg tatgcgcgag gttaccgact gcggcctgag ttttttaagt gacgtaaaat 4140 
cgtgttgagg ccaacgccca taatgcgggc tgttgcccgg catccaacgc cattcatggc 
catatcaatg attttctggt gcgtaccggg ttgagaagcg gtgtaagtga actgcagttg 
ccatgtttta cggcagtgag agcagagata gcgctgatgt ccggcggtgc ttttgccgtt 
acgcaccacc ccgtcagtag ctgaacagga gggacagctg atagaoacag aagccactgg 
agcacctcaa aaacaccatc atacactaaa tcagtaagtt ggcagcatca cccataattg 
tggtttcaaa atcggctccg tcgatactat gttatacgcc aactttgaaa acaactttga 
aaaagctgtt ttctggtatt taaggtttta gaatgcaagg aacagtgaat tggagttcgt 
cttgttataa ttagcttctt ggggtatctt taaatactgt agaaaagagg aaggaaataa 
taaatggcta aaatgagaat atcacoggaa ttgaaaaaac tgatcgaaaa atacogctgc 
gtaaaagata cggaaggaat gtctcctgct aaggtatata agctggtggg agaaaatgaa 
aacctatatt taaaaatgac ggacagccgg tataaaggga ccacctatga tgtggaacgg 
gaaaaggaca tgatgctatg gctggaagga aagctgcctg ttcoaaaggt cctgcacttt 
gaacggcatg atggctggag caatctgctc atgagtgagg ocgatggcgt cctttgctcg „< u 

Ztl^T, 3 a T tgaaCa a ^ CCCt ^ a -gattatcg agctgtatgc ggagtgcatc 4980 
aggctctttc actccatcga catatcggat tgtccctata ogaatagctt agacagccgc 5040 
ttagccgaat tggattactt actgaataac gatctggccg atgtggattg cgaaaactgg 5100 
gaagaagaca ctccatttaa agatccgcgc gagctgtatg attttttaaa gacggaaaag 5160 
cccgaagagg aacttgtctt ttcccacggc gacctgggag acagcaacat ctttgtgaaa 
gatggoaaag taagtggctt tattgatott gggagaagcg gcagggcgga caagtggtat 
gacattgcct tctgcgtccg gtcgatcagg gaggatatcg gggaagaaca gtatgtcgag 
ctattttttg acttactggg gatcaagcot gattgggaga aaataaaata ttatatttta 
ctggatgaat tgttttagta octagatgtg gcgcaaogat gccggcgaca agcaggagcg 
caccgacttc ttccgcatca agtgttttgg ctctcaggcc gaggcccacg gcaagtattt 
gggcaagggg tcgctggtat tcgtgcaggg caagattcgg aataccaagt acgagaagga 
cggccagacg gtctacggga ccgacttcat tgccgataag gtggattatc tggacaccaa 
ggcaccaggc gggtoaaatc aggaataagg gcacattgcc ccggcgtgag tcggggcaat 
cccgcaagga gggtgaatga atcggacgtt tgaccggaag goatacaggc aagaactgat 
cgacgcgggg ttttccgcog aggatgccga aaccatcgca agccgcaccg tcatgcgtgc 
gccccgcgaa accttccagt ccgtoggctc gatggtccag caagctacgg ccaagatcga 5880 
gcgcgacagc gtgcaactgg ctccccctgc cctgcccgcg ccatcggccg ccgtggagcg 5940 
ttcgcgtcgt ctcgaacagg aggcggcagg tttggcgaag tcgatgacca tcgacacgcg 6000 
aggaactatg acgaccaaga agogaaaaac cgccggcgag gacctggcaa aacaggtcag 6060 
cgaggccaag caggccgcgt tgctgaaaca cacgaagcag cagatcaagg aaatgcagct 6120 
ttccttgttc gatattgcgc cgtggccgga cacgatgcga gcgatgccaa acgacacggc 6180 
ocg etctgoc ctgttcacca cgcgcaacaa gaaaatcccg cgcgaggcgo tgoaaaacaa 6240 
ggtcattttc cacgtcaaca aggacgtgaa gatcacctac accggcgtcg agctgcgggc 6300 
cgacgatgac gaactggtgt ggcagcaggt gttggagtac gcgaagcgca cccctatcgg 6360 
cgagccgatc accttcacgt tctacgagct ttgccaggac ctgggctggt cgatcaatgg 6420 
ccggtattac acgaaggccg aggaatgcct gtcgcgccta caggcgacgg cgatgggctt 6480 
cacgtccgac cgcgttgggc acctggaatc ggtgtcgctg ctgcaccgct tcogcgtcct 6540 



3720 
3780 
3840 
3900 
3960 
4020 
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ggaccgtggc aagaaaacgt cccgttgcca ggtcctgatc gacgaggaaa tcgtcgtgct 
gtttgctggc gaccactaca cgaaattcat atgggagaag taccgcaagc tgtcgccgac 
ggoccgacgg atgttcgact atttcagctc gcaccgggag ccgtacccgc tcaagctgga 
aaccttccgc ctcatgtgcg gatcggattc cacccgcgtg aagaagtggc gcgagcaggt 
cggcgaagcc tgcgaagagt tgcgaggcag cggcctggtg gaacacgcct gggtcaatga 
tgacctggtg cattgcaaac gctagggcct tgtggggtca gttccggctg ggggttcagc 
agccagcgct ttactggcat ttcaggaaca agcgggcact gctcgacgca cttgcttcgc 
tcagtatcgc tcgggacgca cggogcgctc tacgaactgc cgataaacag aggattaaaa 
ttgacaattg tgattaaggc tcagattcga cggcttggag cggccgacgt gcaggatttc 
cgcgagatcc gattgtcggc cctgaagaaa gctccagaga tgttcgggtc cgtttacgag 

cacgaggaga aaaagccoat ggaggcgttc gctgaacggt tgcgagatgc cgtggcattc „uu 

ggcgcctaca tcgacggcga gatcattggg ctgtcggtct tcaaacagga ggacggcccc 7260 

aaggacgctc acaaggcgca tctgtccggc gttttcgtgg agcccgaaca gcgaggccga 7320 

ggggtcgccg gtatgctgct gcgggcgttg ccggcgggtt tattgctcgt gatgatcgtc 7380 

cgacagattc caacgggaat ctggtggatg cgcatcttca tcctcggcgc acttaatatt 7440 

tcgctattct ggagcttgtt gtttatttcg gtctaccgcc tgccgggcgg ggtcgcggcg 7500 

acggtaggcg ctgtgcagcc gctgatggtc gtgttcatct ctgccgctct gctaggtagc 7560 

ccgatacgat tgatggcggt octgggggct atttgcggaa ctgcgggcgt ggcgctgttg 7620 

gtgttgacac caaacgcagc gctagatcct gtcggcgtcg cagcgggcct ggcgggggcg 7680 

gtttccatgg cgttcggaac cgtgctgacc cgcaagtggc aacctcccgt gcctctgctc 7740 

acotttacog cctggcaact ggoggccgga ggacttctgc tcgttccagt agctttagtg 7800 

tttgatccgc oaatcccgat gcctacagga accaatgttc tcggoctggc gtggctcggc 7860 

ctgatcggag cgggtttaac ctaottcctt tggttccggg ggatctcgcg actcgaacct 7920 

acagttgttt ccttactggg otttctcagc cccagatctg gggtcgatoa gccggggatg 7980 
catcaggccg acagtcggaa cttcgggtcc ocgacctgta ooattcggtg agcaatggat 
aggggagttg atatcgtcaa ogttcacttc taaagaaata gcgccactca gcttcctcag 
cggctttatc cagcgatttc ctattatgtc ggcatagttc tcaagatcga cagcctgtca 
cggttaagcg agaaatgaat aagaaggctg ataattcgga tctctgcgag ggagatgata 

tttgatcaca ggcagcaacg ctctgtcatc gttacaatca acatgctacc ctccgcgaga 8280 

tcatccgtgt ttcaaacccg gcagcttagt tgccgttctt ccgaatagca tcggtaacat 8340 

gagcaaagtc tgccgcctta caacggctct cocgctgacg ccgtccogga ctgatgggct 8400 

gcctgtatcg agtggtgatt ttgtgccgag ctgccggtcg gggagctgtt ggctggctgg 8460 

tggcaggata tattgtggtg taaacaaatt gacgcttaga caacttaata acacattgcg 8520 

gacgttttta atgtactggg gtggtttttc ttttcaccag tgagacgggc aacagctgat 8580 

tgcccttcac cgcctggocc tgagagagtt gcagcaagcg gtccacgctg gtttgcccca 8640 

gcaggcgaaa atcctgtttg atggtggttc cgaaatcggc aaaatcoctt ataaatcaaa 8700 

agaatagccc gagatagggt tgagtgttgt tccagtttgg aacaagagtc caotattaaa 8760 

gaacgtggac tccaacgtca aagggcgaaa aacogtctat cagggcgatg gcccactacg 8820 

tgaaccatca cocaaatcaa gttttttggg gtcgaggtgc cgtaaagcac taaatcggaa 8880 

ccctaaaggg agcccccgat ttagagcttg acggggaaag ccggcgaaog tggcgagaaa 8940 

ggaagggaag aaagcgaaag gagcgggcgc cattcaggct gcgcaactgt tgggaagggc 9000 

gatoggtgcg ggcctcttcg ctattacgcc agctggcgaa agggggatgt gotgcaaggc 9060 

gattaagttg ggtaacgcca gggttttccc agtcacgacg ttgtaaaacg acggccagtg 9120 

aattaattcc catcttgaaa gaaatatagt ttaaatattt attgataaaa taacaagtca 9180 

ggtattatag tocaagcaaa aacataaatt tattgatgca agtttaaatt cagaaatatt 9240 

tcaataactg attatatcag ctggtacatt gccgtagatg aaagactgag tgcgatatta 9300 
^g-aatao ataaattgat gatatagcta gottagctca tcgggggato cgtcgaagct 



6600 
6660 
6720 
6780 
6840 
6900 
6960 
7020 
7080 
7140 
7200 



8040 
8100 
8160 
8220 



- -* — 33333*^ *-yuuycictgct 9360 

agcttgggtc ccgctcagaa gaactcgtca agaaggcgat agaaggcgat gogctgcgaa 9420 
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tcgggagcgg 
tcagcaatat 
ccacagtcga 
tcgccatggg 
agttcggctg 
gcttccatcc 
gtagccggat 
gcaggagcaa 
tcccttcccg 
agccacgata 
ttgacaaaaa 
ccgattgtct 
cctgcgtgca 
tctggattga 
agtggagcat 
acgcgcaata 
tgagtggctc 
gtcatcggcg 
gcgccatcag 
cttaccagag 
gtctagctat 
ttcccttgtc 
actggctttc 
gcgtgaagct 
attgccacta 
tttgatttgc 
tttgccaaca 
aaatacatat 
attaaagtga 
ggatggcata 
tttgaggtgc 
taccacacac 
tggaaatgat 
aatgaagaaa 
ttttgcaata 
agccagccca 
tatgcgagac 
aaacctgagc 
atcacccgtt 
gtcgacgaat 
gctccttcaa 
ggcgggggtc 
ccttcagttt 
gagcgtttat 
tttgtatgtg 



cgataccgta 
cacgggtagc 
tgaatccaga 
tcacgacgag 
gcgcgagccc 
gagtacgtgc 
caagcgtatg 
ggtgagatga 
cttcagtgac 
gccgcgctgc 
gaaccgggcg 
gttgtgccca 
atccatcttg 
gagtgaatat 
ttttgacaag 
atggtttctg 
cttcaacgtt 

ggggtcataa 

atccttggcg 
ggcgccccag 
cgccatgtaa 
cagatagccc 
tacgtgttcc 
tgcatgcctg 
aacgtctaaa 
gataaatttt 
cttagcaatt 
actaatcaac 
gtgaatatgg 
tacaccaaac 
atgaacgtca 
aagttttgag 
ttgcatggaa 
actacaaatt 
ctttcattca 
ccgcggtggg 
gcctatgatc 
atgtgtagct 
actatcgtat 
tcgagctcgg 
cgttgcggtt 
ataacgtgac 
aaactatcag 
tagaataatc 
catgccaacc 



aagcacgagg 
caacgctatg 
aaagcggcca 
atcctcgccg 
ctgatgctct 
tcgctcgatg 
cagccgccgc 
caggagatcc 
aacgtcgagc 
ctcgtcctgc 
cccctgcgct 
gtcatagccg 
ttcaatccaa 
gagactctaa 
aaatatttgc 
acgtatgtgc 
gcggttctgt 
cgtgactccc 
gcaagaaagc 
ctggcaattc 
gcccactgca 
agtagctgac 
gcttccttta 
caggtcgacg 
cccttgtaat 
tatatttggt 
tgcaagttga 
tggaaatgta 
taccacaagg 
attcaataat 
cgtggacaaa 
gtgcatgcat 
gccatgtgta 
tacatgcaac 
tacacactca 
cggccgcctg 
gcatgatatt 
cagatcctta 
ttttatgaat 
cgcgcctcta 
ctgtcagttc 
tcccttaatt 
tgtttgacag 
ggatatttaa 
acagggttcc 



aagcggtcag 
tcctgatagc 
ttttccacca 
tcgggcatgc 
tcgtccagat 
cgatgtttcg 
attgcatcag 
tgccccggca 
acagctgcgc 
agttcattca 
gacagccgga 
aatagcctct 
gctcccatgg 
ttggataccg 
tagctgatag 
ttagctcatt 
cagttccaaa 
ttaattctcc 
catccagttt 
cggttcgctt 
agctacctgc 
attcatccgg 
gcagcccttg 
gcgcgccgag 
ttgtttttgt 
actaaattta 
ttaattgatt 
aatatttgct 
tttggagatt 
tcttgaggat 
aggtttagta 
ggatgccctg 
aaaccatgac 
tagttatgca 
ctaagtttta 
cagtctagaa 
tgctttcaat 
ccgccggttt 
aatattctcc 
gaggatcgat 
caaacgtaaa 
ctccgctcat 
gatatattgg 
aagggcgtga 
cca 



cccattcgcc 
ggtccgccac 
tgatattcgg 
gcgccttgag 
catcctgatc 
cttggtggtc 
ccatgatgga 
cttcgcccaa 
aaggaacgcc 
gggcaccgga 
acacggcggc 
ccacccaagc 
gccctcgact 
aggggaattt 
tgaccttagg 
aaactccaga 
cgtaaaacgg 
gctcatgatc 
actttgcagg 
gctgtccata 
tttctctttg 
ggtcagcacc 
cgccctgagt 
ctcctcgagc 
tttactatgt 
taacaccttt 
ctaaattatt 
aatatttcta 
taattgttgc 
aataatggta 
atttttcaag 
tggaaagttt 
atccacttgg 
tgtagtctat 
cacgattata 
ggcctcctgc 
tctgttgtgc 
cggttcattc 
gttcaattta 
gaattcagat 
acggcttgtc 
gatcagattg 
c gggtaaacc 
aaaggtttat 



gccaagctct 
acccagccgg 
caagcaggca 
cctggcgaac 
gacaagaccg 
gaatgggcag 
tactttctcg 
tagcagccag 
cgtcgtggcc 
caggtcggtc 
atcagagcag 
ggccggagaa 
agagtcgaga 
atggaacgtc 
cgacttttga 
aacccgcggc 
cttgtcccgc 
ttgatcccct 
gcttcccaac 
aaaccgccca 
cgcttgcgtt 
gtttctgcgg 
gcttgcggca 
aaatttacac 
gtgttatgta 
tatgctaacg 
tttgtcttct 
ctataggaga 
aatgctgcat 
ccacacaaga 
acaacaatgt 
aaaaatattt 
aggatgcaat 
ataatgagga 
atttcttcat 
tttaatgaga 
acgttgtaaa 
taatgaatat 
ctgattgtcc 
cggctgagtg 
ccgcgtcatc 
tcgtttcccg 
taagagaaaa 
ccttcgtcca 



9480 
9540 
9600 
9660 
9720 
9780 
9840 
9900 
9960 
10020 
10080 
10140 
10200 
10260 
10320 
10380 
10440 
10500 
10560 
10620 
10680 
10740 
10600 
10860 
10920 
10980 
11040 
11100 
11160 
11220 
11280 
11340 
11400 
11460 
11520 
11580 
11640 
11700 
11760 
11820 
11880 
11940 
12000 
12060 
12093 
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<211> 12085 
<212> DNA 

<213> artificial sequence 
<220> 

<22i> misc_feature 

<223> pflanzlicher Expressionsvektor mit einer Promo tor -Terrainator-Expr 
essionskassette 

<400> 65 

gatctggcgc cggccagcga gacgagcaag attggccgcc gcccgaaacg atccgacagc 60 

gcgccoagca caggtgcgca ggcaaattgc accaacgcat acagcgccag cagaatgcca 120 

tagtgggcgg tgacgtcgtt cgagtgaacc agatcgcgca ggaggcccgg cagcaccggc 180 

ataatcaggc cgatgocgac agcgtcgagc gcgacagtgc tcagaattac gatcaggggt 240 

atgttgggtt tcacgtctgg cctccggacc agcctccgct ggtccgattg aacgcgcgga 300 

ttctttatca ctgataagtt ggtggacata ttatgtttat cagtgataaa gtgtcaagca 360 

tgacaaagtt gcagccgaat acagtgatcc gtgccgccct ggacctgttg aacgaggtcg 420 

gcgtagacgg tctgacgaca cgcaaactgg cggaacggtt gggggttcag cagccggcgc 480 

tjttactggca cttcaggaac aagcgggcgc tgctcgacgc actggccgaa gccatgctgg 540 

cggagaatca tacgcattcg gtgccgagag ccgacgacga ctggcgctca tttctgatcg 600 

ggaatgcccg cagcttcagg caggcgctgc tcgcctaccg cgatggcgcg cgcatccatg 660 

ccggcacgcg accgggcgca ccgcagatgg aaacggccga cgcgcagctt cgcttcctct 720 

gcgaggcggg tttttcggcc ggggacgccg tcaatgcgct gatgacaatc agctacttca 780 

ctgttggggc cgtgcttgag gagcaggccg gcgacagcga tgccggcgag cgcggcggca 840 

ccgttgaaca ggctccgctc tcgccgctgt tgcgggccgc gatagacgcc ttcgacgaag 900 

ccggtccgga cgcagcgttc gagcagggac tcgcggtgat tgtcgatgga ttggcgaaaa 960 

ggaggctcgt tgtcaggaac gttgaaggac cgagaaaggg tgacgattga tcaggaccgc 1020 

tgccggagcg caacccactc actacagcag agccatgtag acaacatccc ctcccccttt 1080 

ocaccgcgtc agacgcccgt agcagcccgc tacgggcttt ttcatgccct gccctagcgt 1140 

ccaagcctca cggccgcgct cggcctctct ggcggccttc tggcgctctt ccgcttcctc 1200 

gctcactgac tcgctgcgct cggtcgttcg gctgcggcga gcggtatcag ctcactcaaa 1260 

ggcggtaata cggttatcca cagaatcagg ggataacgca ggaaagaaca tgtgagcaaa 1320 

aggccagcaa aaggccagga accgtaaaaa ggccgcgttg ctggcgtttt tccataggct 1380 

ccgcccccct gacgagcatc acaaaaatcg acgctcaagt cagaggtggc gaaacccgac 1440 

aggactataa agataccagg cgtttccccc tggaagctcc ctcgtgcgct ctcctgttcc 15 00 

gaccctgccg cttaccggat acctgtccgc ctttctccct tcgggaagcg tggcgctttt 1560 

ccgctgcata accctgcttc ggggtcatta tagcgatttt ttcggtatat ccatcctttt 1620 

tcgcacgata tacaggattt tgccaaaggg ttcgtgtaga ctttccttgg tgtatccaac 1680 

ggcgtcagcc gggcaggata ggtgaagtag gccoacccgc gagcgggtgt tccttcttca 1740 

ctgtccctta ttcgcacctg gcggtgctca acgggaatcc tgctctgcga ggctggccgg 1800 

ctaccgccgg cgtaacagat gagggcaagc ggatggctga tgaaaccaag ccaaccagga i860 

agggcagccc acctatcaag gtgtactgcc ttccagacga acgaagagcg attgaggaaa 1920 

aggcggcggc ggccggcatg agcctgtcgg cctacctgct ggccgtcggc cagggctaca 1980 

aaatcacggg cgtcgtggao tatgagcacg tccgcgagct ggcccgcatc aatggcgacc 2040 

tgggccgcct gggcggcctg ctgaaactct ggctcaccga cgacccgcgc acggcgcggt 2100 

tcggtgatgc oacgatoctc gccctgctgg cgaagatcga agagaagcag gacgagcttg 2160 

goaaggtcat gatgggcgtg gtccgcocga gggcagagcc atgacttttt tagccgctaa 2220 
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aacggccggg gggtgcgcgt gattgccaag cacgtcccca tgcgctccat caagaagagc 2280 

gacttcgcgg agctggtgaa gtacatcacc gacgagcaag gcaagaccga gcgcctttgc 2340 

gacgctcacc gggctggttg ccctcgccgc tgggctggcg gccgtctatg gccctgcaaa 2400 

cgcgccagaa acgccgtcga agccgtgtgc gagacaccgc ggccgccggc gttgtggata 2460 

cctcgcggaa aacttggccc tcactgacag atgaggggcg gacgttgaca cttgaggggc 2520 

cgactcaccc ggcgcggcgt tgacagatga ggggcaggct cgatttcggc cggcgacgtg 2580 

gagctggcca gcctcgcaaa tcggcgaaaa cgcctgattt tacgcgagtt tcccacagat 2640 

gatgtggaca agcctgggga taagtgccct gcggtattga cacttgaggg gcgcgactac 2700 

tgacagatga ggggcgcgat ccttgacact tgaggggcag agtgctgaca gatgaggggc 2760 

gcacctattg acatttgagg ggctgtccac aggcagaaaa tccagcattt gcaagggttt 2820 

ccgcccgttt ttcggccacc gctaacctgt cttttaacct gcttttaaac caatatttat 2880 

aaaccttgtt tttaaccagg gctgcgccct gtgcgcgtga ccgcgcacgc cgaagggggg 2940 

tgccccccct tctcgaaccc tcccggcccg ctaacgcggg cctcccatcc ccccaggggc 3 000 

tgcgcccctc ggccgcgaac ggcctcaccc caaaaatggc agcgctggca gtccttgcca 3060 

ttgccgggat cggggcagta acgggatggg cgatcagccc gagcgcgacg cccggaagca 3120 

ttgacgtgcc gcaggtgctg gcatcgacat tcagcgacca ggtgccgggc agtgagggcg 3180 

gcggcctggg tggcggcctg cccttcactt cggccgtcgg ggcattcacg gacttcatgg 3240 

cggggccggc aatttttacc ttgggcattc ttggcatagt ggtcgcgggt gccgtgctcg 3300 

tgttcggggg tgcgataaac ccagcgaacc atttgaggtg ataggtaaga ttataccgag 3360 

gtatgaaaac gagaattgga cctttacaga attactctat gaagcgccat atttaaaaag 3420 

ctaccaagac gaagaggatg aagaggatga ggaggcagat tgccttgaat atattgacaa 3480 

tactgataag ataatatatc ttttatatag aagatatcgc cgtatgtaag gatttcaggg 3540 

ggcaaggcat aggcagcgcg cttatcaata tatctataga atgggcaaag cataaaaact 3600 

tgcatggact aatgcttgaa acccaggaca ataaccttat agcttgtaaa ttctatcata 3660 

attgggtaat gactccaact tattgatagt gttttatgtt cagataatgc ccgatgactt 3 720 

tgtcatgcag ctccaccgat tttgagaacg acagcgactt ccgtcccagc cgtgccaggt 3780 

gctgcctcag attcaggtta tgccgctcaa ttcgctgcgt atatcgcttg ctgattacgt 3840 

gcagctttcc cttcaggcgg gattcataca gcggccagcc atccgtcatc catatcacca 3 900 

cgtcaaaggg tgacagcagg ctcataagac gccccagcgt cgccatagtg cgttcaccga 3 960 

atacgtgcgc aacaaccgtc ttccggagac tgtcatacgc gtaaaacagc cagcgctggc 4020 

gcgatttagc cccgacatag ccccactgtt cgtccatttc cgcgcagacg atgacgtcac 4080 

tgcccggctg tatgcgcgag gttaccgact gcggcctgag ttttttaagt gacgtaaaat 4140 

cgtgttgagg ccaacgccca taatgcgggc tgttgcccgg catccaacgc cattcatggc 4200 

catatcaatg attttctggt gcgtaccggg ttgagaagcg gtgtaagtga actgcagttg 4260 

ccatgtttta cggcagtgag agcagagata gcgctgatgt ccggcggtgc ttttgccgtt 4320 

acgcaccacc ccgtcagtag ctgaacagga gggacagctg atagacacag aagccactgg 4380 

agcacctcaa aaacaccatc atacactaaa tcagtaagtt ggcagcatca cccataattg 4440 

tggtttcaaa atcggctccg tcgatactat gttatacgcc aactttgaaa acaactttga 4500 

aaaagctgtt ttctggtatt taaggtttta gaatgcaagg aacagtgaat tggagttcgt 4560 

cttgttataa ttagcttctt ggggtatctt taaatactgt agaaaagagg aaggaaataa 4620 

taaatggcta aaatgagaat atcaccggaa ttgaaaaaac tgatcgaaaa ataccgctgc 4680 

gtaaaagata cggaaggaat gtctcctgct aaggtatata agctggtggg agaaaatgaa 4740 

aacctatatt taaaaatgac ggacagccgg tataaaggga ccacctatga tgtggaacgg 4800 

gaaaaggaca tgatgctatg gctggaagga aagctgcctg ttccaaaggt cctgcacttt 4860 

gaacggcatg atggctggag caatctgctc atgagtgagg ccgatggcgt cctttgctcg 4920 

gaagagtatg aagatgaaca aagccctgaa aagattatcg agctgtatgc ggagtgcatc 4980 

aggctctttc actccatcga catatcggat tgtccctata cgaatagctt agacagccgc 5040 

ttagccgaat tggattactt actgaataac gatctggccg atgtggattg cgaaaactgg 5100 
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gaagaagaca 
cccgaagagg 
gatggcaaag 
gacattgcct 
ctattttttg 
ctggatgaat 
caccgacttc 
gggcaagggg 
cggccagacg 
ggcaccaggc 
cccgcaagga 
cgacgcgggg 
gccccgcgaa 
gcgcgacagc 
ttcgcgtcgt 
aggaactatg 
cgaggccaag 
ttccttgttc 
ccgctctgcc 
ggtcattttc 
cgacgatgac 
cgagccgatc 
ccggtattac 
cacgtccgac 
ggaccgtggc 
gtttgctggc 
ggcccgacgg 
aaccttccgc 
cggcgaagcc 
tgacctggtg 
agccagcgct 
tcagtatcgc 
ttgacaattg 
cgcgagatcc 
cacgaggaga 
ggcgcctaca 
aaggacgctc 
ggggtcgccg 
cgacagattc 
tcgctattct 
acggtaggcg 
ccgatacgat 
gtgttgacac 
gtttccatgg 
acctttaccg 
tttgatccgc 
ctgatcggag 
acagttgttt 
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ctccatttaa 
aacttgtctt 
taagtggctt 
tctgcgtccg 
acttactggg 
tgttttagta 
ttccgcatca 
tcgctggtat 
gtctacggga 
SJggtcaaatc 
STSrgtgaatga 
ttttccgccg 
accttccagt 
gtgcaactgg 
ctcgaacagg 
acgaccaaga 
caggccgcgt 
gatattgcgc 
ctgttcacca 
cacgtcaaca 
gaactggtgt 
accttcacgt 
acgaaggccg 
cgcgttgggc 
aagaaaacgt 
gaccactaca 
atgttcgact 
ctcatgtgcg 
tgcgaagagt 
cattgcaaac 
ttactggcat 
tcgggacgca 
tgattaaggc 
gattgtcggc 
aaaagcccat 
tcgacggcga 
acaaggcgca 
gtatgctgct 
caacgggaat 
ggagcttgtt 
ctgtgcagcc 
tgatggcggt 
caaacgcagc 
cgttcggaac 
cctggcaact 
caatcccgat 
cgggtttaac 
ccttactggg 



agatccgcgc 
ttcccacggc 
tattgatctt 
gtcgatcagg 
gatcaagcct 
cctagatgtg 
agtgttttgg 
tcgtgcaggg 
ccgacttcat 
aggaataagg 
atcggacgtt 
aggatgccga 
ccgtcggctc 
ctccccctgc 
aggcggcagg 
agcgaaaaac 
tgctgaaaca 
cgtggccgga 
cgcgcaacaa 
aggacgtgaa 
ggcagcaggt 
tctacgagct 
aggaatgcct 
acctggaatc 
cccgttgcca 
cgaaattcat 
atttcagctc 
gatcggattc 
tgcgaggcag 
gctagggcct 
ttcaggaaca 
cggcgcgctc 
tcagattcga 
cctgaagaaa 
ggaggcgttc 
gatcattggg 
tctgtccggc 

gcgggcgttg 

ctggtggatg 
gtttatttcg 
gctgatggtc 
cctgggggct 
gctagatcct 
cgtgctgacc 
ggcggccgga 
gcctacagga 
ctacttectt 
ctttctcagc 



gagctgtatg 
gacctgggag 
gggagaagcg 
gaggatatcg 
gattgggaga 
gcgcaacgat 
ctctcaggcc 
caagattcgg 
tgccgataag 
gcacattgcc 
tgaccggaag 
aaccatcgca 
gatggtccag 
cctgcccgcg 
tttggcgaag 
cgccggcgag 
cacgaagcag 
cacgatgcga 
gaaaatcccg 
gatcacctac 
gttggagtac 
ttgccaggac 
gtcgcgccta 
ggtgtcgctg 
ggtcctgatc 
at 9ggagaag 
gcaccgggag 
cacccgcgtg 
cggcctggtg 
fc gtggggtca 
agcgggcact 
tacgaactgc 
cggcttggag 
gctccagaga 
gctgaacggt 
ctgtcggtct 
gttttcgtgg 
ccggcgggtt 
cgcatcttca 
gtctaccgcc 
gtgttcatct 
atttgcggaa 
gtcggcgtcg 
cgcaagtggc 
ggacttctgc 
accaatgttc 
tggttccggg 
cccagatctg 



attttttaaa 
acagcaacat 
gcagggcgga 
gggaagaaca 
aaataaaata 
gccggcgaca 
gaggcccacg 
aataccaagt 
gtggattatc 
ccggcgtgag 
gcatacaggc 
agccgcaccg 
caagctacgg 
ccatcggccg 
tcgatgacca 
gacctggcaa 
cagatcaagg 
gcgatgccaa 
cgcgaggcgc 
accggcgtcg 
gcgaagcgca 
ctgggctggt 
caggcgacgg 
ctgcaccgct 
gacgaggaaa 
taccgcaagc 
ccgtacccgc 
aagaagtggc 
gaacacgcct 
gttccggctg 
gctcgacgca 
cgataaacag 
cggccgacgt 
tgttcgggtc 
tgcgagatgc 
tcaaacagga 
agcccgaaca 
tattgctcgt 
tcctcggcgc 
tgccgggcgg 
ctgccgctct 
ctgcgggcgt 
cagcgggcct 
aacctcccgt 
tcgttccagt 
tcggcctggc 
ggatctcgcg 
gggtcgatca 



gacggaaaag 
ctttgtgaaa 
caagtggtat 
gtatgtcgag 
ttatatttta 
agcaggagcg 
gcaagtattt 
acgagaagga 
tggacaccaa 
tcggggcaat 
aagaactgat 
tcatgcgtgc 
ccaagatcga 
ccgtggagcg 
tcgacacgcg 
aacaggtcag 
aaatgcagct 
acgacacggc 
tgcaaaacaa 
agctgcgggc 
cccctatcgg 
cgatcaatgg 
cgatgggctt 
tccgcgtcct 
tcgtcgtgct 
tgtcgccgac 
tcaagctgga 
gcgagcaggt 
gggtcaatga 

ggggttcagc 

cttgcttcgc 
aggattaaaa 
gcaggatttc 
cgtttacgag 

cgtggcattc 

ggacggcccc 
gcgaggccga 
gatgatcgtc 
acttaatatt 
ggtcgcggcg 
gctaggtagc 
ggcgctgttg 
ggcgggggcg 
gcctctgctc 
agctttagtg 
gtggctcggc 
actcgaacct 
gccggggatg 



5160 

5220 

5280 

5340 

5400 

5460 

5520 

5580 

5640 

5700 

5760 

5820 

5880 

5940 

6000 

6060 

6120 

6180 

6240 

6300 

6360 

6420 

6480 

6540 

6600 

6660 

6720 

6780 

6840 

6900 

6960 

7020 

7080 

7140 

7200 

7260 

7320 

7380 

7440 

7500 

7560 

7620 

7680 

7740 

7800 

7860 

7920 

7980 
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catcaggccg acagtcggaa cttcgggtcc ccgacctgta ccattcggtg agcaatggat 8040 

aggggagttg atatcgtcaa cgttcacttc taaagaaata gcgccactca gcttcctcag 8100 

cggctttatc cagcgatttc ctattatgtc ggcatagttc tcaagatcga cagcctgtca 8160 

cggttaagcg agaaatgaat aagaaggctg ataattcgga tctctgcgag ggagatgata 8220 

tttgatcaca ggcagcaacg ctctgtcatc gttacaatca acatgctacc ctccgcgaga 8280 

tcatccgtgt ttcaaacccg gcagcttagt tgccgttctt ccgaatagca tcggtaacat 8340 

gagcaaagtc tgccgcctta caacggctct cccgctgacg ccgtcccgga ctgatgggct 8400 

gcctgtatcg agtggtgatt ttgtgccgag ctgccggtcg gggagctgtt ggctggctgg 8460 

tggcaggata tattgtggtg taaacaaatt gacgcttaga caacttaata acacattgcg 8520 

gacgttttta atgtactggg gtggtttttc ttttcaccag tgagacgggc aacagctgat 8580 

tgcccttcac cgcctggccc tgagagagtt gcagcaagcg gtccacgctg gtttgcccca 8640 

gcaggcgaaa atcctgtttg atggtggttc cgaaatcggc aaaatccctt ataaatcaaa 8700 

agaatagcco gagatagggt tgagtgttgt tcoagtttgg aacaagagtc cactattaaa 8760 

gaacgtggac tccaacgtca aagggcgaaa aaccgtctat cagggcgatg gcccactacg 8820 

tgaacoatca cccaaatcaa gttttttggg gtcgaggtgc cgtaaagcac taaatcggaa 8880 

ccctaaaggg agcccccgat ttagagcttg acggggaaag ccggcgaacg tggcgagaaa 8940 

ggaagggaag aaagcgaaag gagcgggcgc cattcaggct gcgcaaotgt tgggaagggc 9000 

gatcggtgcg ggcctcttcg ctattacgcc agctggcgaa agggggatgt gctgcaaggc 9060 

gattaagttg ggtaacgcca gggttttccc agtcacgacg ttgtaaaacg acggccagtg 9120 

aattaattcc catcttgaaa gaaatatagt ttaaatattt attgataaaa taacaagtca 9180 

ggtattatag tccaagcaaa aacataaatt tattgatgca agtttaaatt cagaaatatt 9240 

tcaataactg attatatcag ctggtacatt gccgtagatg aaagactgag tgcgatatta 9300 

tgtgtaatac ataaattgat gatatagcta gcttagctca tcgggggatc cgtcgaagct 9360 

agcttgggtc ccgctcagaa gaactcgtca agaaggcgat agaaggcgat gcgctgcgaa 9420 

tcgggagcgg cgataccgta aagcacgagg aagcggtcag cccattcgcc gccaagctct 9480 

tcagcaatat cacgggtagc caacgctatg tcctgatagc ggtccgccac acccagccgg 9540 

ccacagtcga tgaatccaga aaagcggcca ttttccacea tgatattcgg caagcaggca 9600 

tcgccatggg tcacgacgag atcctcgccg tcgggcatgc gcgccttgag cctggcgaac 9660 

agttcggctg gcgcgagccc ctgatgctct tcgtccagat catoctgatc gacaagaccg 9720 

gcttccatcc gagtacgtgc tcgctcgatg cgatgtttcg cttggtggtc gaatgggcag 9780 

gtagccggat caagcgtatg cagccgccgc attgcatcag ccatgatgga tactttctcg 9840 

gcaggagcaa ggtgagatga caggagatcc tgccccggca cttcgcccaa tagcagccag 9900 

tcccttcccg cttcagtgac aacgtcgagc acagctgcgc aaggaacgcc cgtcgtggcc 9960 

agccacgata gccgcgctgc ctcgtcctgc agttcattca gggcaccgga caggtcggtc 10020 

ttgacaaaaa gaaccgggcg cccctgcgct gacagccgga acacggcggc atcagagcag 10080 

ccgattgtct gttgtgccca gtcatagccg aatagcctct ccacccaagc ggccggagaa 10140 

cctgcgtgca atccatcttg ttcaatccaa gctcccatgg gccctcgact agagtcgaga 10200 

tctggattga gagtgaatat gagactctaa ttggataccg aggggaattt atggaacgtc 10260 

agtggagcat ttttgacaag aaatatttgc tagctgatag tgaccttagg cgacttttga 10320 

acgcgcaata atggtttctg acgtatgtgc ttagctcatt aaactccaga aacocgcggc 10380 

tgagtggctc ottcaacgtt gcggttctgt cagttccaaa cgtaaaacgg cttgtcccgc 10440 

gtcatcggcg ggggtcataa cgtgactccc ttaattctcc gctcatgatc ttgatcccct 10500 

gcgccatcag atccttggcg gcaagaaagc catccagttt actttgcagg gcttcccaac 10560 

cttaccagag ggcgccccag ctggcaattc cggttcgctt gctgtccata aaaccgccca 10620 

gtctagctat cgccatgtaa gcccactgca agctacctgc tttctctttg cgcttgcgtt 10680 

ttcccttgtc cagatagccc agtagctgac attcatccgg ggtcagcacc gtttctgcgg 10740 

actggctttc tacgtgttcc gcttccttta gcagcccttg cgccctgagt gcttgcggca 10800 

gogtgaagct tgcatgcctg caggtcgacg gcgcgccgag ctcctcgagc aaatttacac 10860 
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attgccacta 

tttgatttgc 

tttgccaaca 

aaatacatat 

attaaagtga 

ggatggcata 

tttgaggtgc 

taccacacac 

tggaaatgat 

aatgaagaaa 

ttttgcaata 

agccagcgga 

acgcctatga 

gcatgtgtag 

ttactatcgt 

attcgagctc 

aacgttgcgg 

tcataacgtg 

ttaaactatc 

attagaataa 

tgcatgccaa 



aacgtctaaa 

gataaatttt 

cttagcaatt 

actaatcaac 

gtgaatatgg 

tacaccaaac 

atgaacgtca 

aagttttgag 

ttgcatggaa 

actacaaatt 

ctttcattca 

tccgatatcg 

tcgcatgata 

ctcagatcct 

atttttatga 

ggcgcgcctc 

ttctgtcagt 

actcccttaa 

agtgtttgac 

tcggatattt 

ccacagggtt 



cccttgtaat 

tatatttggt 

tgcaagttga 

tggaaatgta 

taccacaagg 

attcaataat 

cgtggacaaa 

gtgcatgcat 

gccatgtgta 

tacatgcaac 

tacacactca 

ggcccgctag 

tttgctttca 

taccgccggt 

ataatattct 

tagaggatcg 

tccaaacgta 

ttctccgctc 

aggatatatt 

aaaagggcgt 

cccca 
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ttgtttttgt 

actaaattta 

ttaattgatt 

aatatttgct 

tttggagatt 

tcttgaggat 

aggtttagta 

ggatgccctg 

aaaccatgac 

tagttatgca 

ctaagtttta 

cgttaaccct 

attctgttgt 

ttcggttcat 

ccgttcaatt 

atgaattcag 

aaacggcttg 

atgatcagat 

ggcgggtaaa 

gaaaaggttt 



tttactatgt 

taacaccttt 

ctaaattatt 

aatatttcta 

taattgttgc 

aataatggta 

atttttcaag 

tggaaagttt 

atccacttgg 

tgtagtctat 

cacgattata 

gctttaatga 

gcacgttgta 

tctaatgaat 

tactgattgt 

atcggctgag 

tcccgcgtca 

tgtcgtttcc 

cctaagagaa 

atccttcgtc 



gtgttatgta 

tatgctaacg 

tttgtcttct 

ctataggaga 

aatgctgcat 

ccacacaaga 

acaacaatgt 

aaaaatattt 

aggatgcaat 

ataatgagga 

atttcttcat 

gatatgcgag 

aaaaacctga 

atatcacccg 

ccgtcgacga 

tggctccttc 

tcggcggggg 

cgccttcagt 

aagagcgttt 

catttgtatg 



10920 

10980 

11040 

11100 

11160 

11220 

11280 

11340 

11400 

11460 

11520 

11580 

11640 

11700 

11760 

11820 

11880 

11940 

12000 

12060 

12085 



<210> 66 



<211> 12079 

<212> DNA 

<213> artificial sequence 

<400> 66 



gatctggcgc cggccagcga gacgagcaag attggccgcc gcccgaaacg atccgacagc 60 
gcgcccagca caggtgcgca ggcaaattgc accaacgcat acagcgccag cagaatgcca 120 
tagtgggcgg tgacgtcgtt cgagtgaacc agatcgcgca ggaggcccgg cagcaccggc 
ataatcaggc cgatgccgac agcgtcgagc gcgacagtgc tcagaattac gatcaggggt 
atgttgggtt tcacgtctgg cctccggacc agcctccgct ggtccgattg aacgcgcgga 
ttctttatca ctgataagtt ggtggacata ttatgtttat cagtgataaa gtgtcaagca 
tgacaaagtt gcagccgaat acagtgatcc gtgccgccct ggacctgttg aacgaggtcg 
gcgtagacgg tctgacgaca cgcaaactgg cggaacggtt gggggttcag cagccggcgc 
tttactggca cttcaggaac aagcgggcgc tgctcgacgc actggccgaa gccatgctgg 
cggagaatca tacgcattcg gtgccgagag ccgacgacga ctggcgctca tttctgatcg 
ggaatgcccg cagcttcagg caggcgctgc tcgcctaccg cgatggcgcg cgcatccatg 
ccggcacgcg accgggcgca ccgcagatgg aaacggccga cgcgcagctt cgcttcctct 
gcgaggcggg tttttcggcc ggggacgccg tcaatgcgct gatgacaatc agctacttca 
ctgttggggc cgtgcttgag gagcaggccg gcgacagcga tgccggcgag cgcggcggca 
ccgttgaaca ggctccgctc tcgccgctgt tgcgggccgc gatagacgcc ttcgacgaag 
ccggtccgga cgcagcgttc gagcagggac tcgcggtgat tgtcgatgga ttggcgaaaa 
ggaggctcgt tgtcaggaac gttgaaggac cgagaaaggg tgacgattga tcaggaccgc 
tgccggagcg caacccactc actacagcag agccatgtag acaacatccc ctcccccttt 



180 
24 0 
300 
360 
420 
480 
54 0 
600 
660 
720 
780 
840 
900 
960 
1020 
1080 
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ccaccgcgtc agacgcccgt agcagcccgc tacgggcttt ttcatgccct gccctagcgt 1140 

ccaagcctca cggccgcgct cggcctctct ggcggccttc tggcgctctt ccgcttccto 1200 

gctcactgac tcgctgcgct cggtcgttcg gctgcggcga gcggtatcag ctcactcaaa 1260 

ggcggtaata cggttatcca cagaatcagg ggataacgca ggaaagaaca tgtgagcaaa 1320 

aggccagcaa aaggccagga accgtaaaaa ggccgcgttg ctggcgtttt tccataggct 1380 

ccgcccccct gacgagcatc acaaaaatcg acgctcaagt cagaggtggc gaaacccgac 1440 

aggactataa agataccagg cgtttccccc tggaagctcc ctcgtgcgct ctcctgttcc 1500 

gaccctgccg cttaccggat acctgtccgc ctttctccct tcgggaagcg tggcgctttt 1560 

ccgctgoata accctgcttc ggggtcatta tagcgatttt ttcggtatat ccatcctttt 1620 

tcgcacgata tacaggattt tgccaaaggg ttcgtgtaga ctttccttgg tgtatccaac 1680 

ggcgtcagcc gggcaggata ggtgaagtag gcccacccgc gagcgggtgt tccttcttca 1740 

ctgtccctta ttcgcacctg goggtgctca acgggaatcc tgctctgcga ggctggccgg 1800 

ctaccgccgg cgtaacagat gagggcaagc ggatggctga tgaaaccaag ccaaccagga i860 

agggcagccc acctatcaag gtgtactgcc ttccagacga acgaagagcg attgaggaaa 192 0 

aggcggcggc ggccggcatg agcctgtcgg cctacctgct ggccgtcggc cagggctaca 1980 

aaatcacggg cgtcgtggac tatgagcacg tccgcgagct ggcccgcatc aatggcgaco 2040 

tgggccgcct gggcggcctg ctgaaactct ggctcaccga cgacccgcgo acggcgcggt 2100 

tcggtgatgc cacgatcctc gccctgctgg cgaagatcga agagaagcag gacgagcttg 2160 

gcaaggtcat gatgggcgtg gtccgcccga gggcagagcc atgacttttt tagccgctaa 2220 

aacggccggg gggtgcgcgt gattgccaag cacgtcccca tgcgctccat caagaagagc 2280 

gacttcgcgg agctggtgaa gtacatcacc gacgagcaag gcaagaccga gcgcctttgc 2340 

gacgctcacc gggctggttg ccctcgccgc tgggctggcg gccgtctatg gccctgcaaa 2400 

cgcgccagaa acgccgtcga agccgtgtgc gagacaccgc ggccgccggc gttgtggata 2460 

cctcgcggaa aacttggccc tcactgacag atgaggggcg gacgttgaca cttgaggggc 2520 

cgactcaccc ggcgcggcgt tgacagatga ggggcaggct cgatttcggc cggcgacgtg 2580 

gagctggcca gcctcgcaaa tcggcgaaaa cgcctgattt tacgcgagtt tcccacagat 2640 

gatgtggaca agcctgggga taagtgccct gcggtattga cacttgaggg gcgcgactac 2700 

tgacagatga ggggcgcgat ccttgacact tgaggggcag agtgctgaca gatgaggggc 2760 

gcacctattg acatttgagg ggctgtccac aggoagaaaa tccagcattt gcaagggttt 2820 

ccgcccgttt ttcggccacc gctaacctgt cttttaacct gcttttaaac caatatttat 2880 

aaaccttgtt tttaaccagg gctgcgccct gtgcgcgtga ccgcgcacgc cgaagggggg 2940 

tgccccccct tctcgaaccc tcccggcccg ctaacgcggg cotcccatcc ccccaggggc 3000 

tgcgcccctc ggccgcgaac ggcctcaccc caaaaatggc agcgctggca gtccttgcca 3060 

ttgccgggat cggggcagta acgggatggg cgatcagcco gagcgcgacg cccggaagca 3120 

ttgacgtgcc gcaggtgctg gcatcgacat tcagcgacca ggtgccgggc agtgagggcg 3180 

gcggcctggg tggcggcctg cccttcactt cggccgtcgg ggcattcacg gacttcatgg 3240 

cggggccggc aatttttacc ttgggcattc ttggcatagt ggtcgcgggt gcogtgctcg 3300 

tgttcggggg tgcgataaac ccagcgaacc atttgaggtg ataggtaaga ttataccgag 3360 

gtatgaaaac gagaattgga cctttacaga attactctat gaagcgccat atttaaaaag 3420 

ctaccaagac gaagaggatg aagaggatga ggaggcagat tgccttgaat atattgacaa 3480 

tactgataag ataatatatc ttttatatag aagatatcgc cgtatgtaag gatttcaggg 3540 

ggcaaggcat aggcagcgcg cttatcaata tatctataga atgggcaaag cataaaaact 3600 

tgcatggact aatgcttgaa acccaggaca ataaccttat agcttgtaaa ttctatcata 3660 

attgggtaat gactccaaot tattgatagt gttttatgtt cagataatgc ccgatgactt 3720 

tgtcatgcag ctccaccgat tttgagaacg acagcgactt ccgtcccagc ogtgocaggt 3780 

gotgcctcag attcaggtta tgccgotcaa ttogctgcgt atatcgcttg ctgattacgt 3840 

gcagctttcc cttcaggcgg gattcataca gcggccagcc atccgtcatc catatcacca 3900 

cgtcaaaggg tgacagcagg ctcataagac gccccagcgt cgccatagtg cgttcaccga 3960 
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atacgtgcgc aacaaccgtc ttccggagac tgtcatacgc gtaaaacagc cagcgctggc 4020 

gcgatttagc cccgacatag ccccactgtt cgtccatttc cgcgcagacg atgacgtcac 4080 

tgcccggctg tatgcgcgag gttaccgact gcggcctgag ttttttaagt gacgtaaaat 4X40 

cgtgttgagg ccaacgccca taatgcgggc tgttgcccgg catccaacgc cattcatggc 4200 

catatcaatg attttctggt gcgtaccggg ttgagaagcg gtgtaagtga actgcagttg 4260 

ccatgtttta cggcagtgag agcagagata gcgctgatgt ccggcggtgc ttttgccgtt 4320 

acgcaccacc ccgtcagtag ctgaacagga gggacagctg atagacacag aagccactgg 4380 

agcacctcaa aaacaccatc atacactaaa tcagtaagtt ggcagcatca cccafcaattg 4440 

tggtttcaaa atcggctccg tcgatactat gttatacgcc aactttgaaa acaactttga 4500 

aaaagctgtt ttctggtatt taaggtttta gaatgcaagg aacagtgaat tggagttcgt 4560 

cttgttataa ttagcttctt ggggtatctt taaatactgt agaaaagagg aaggaaataa 4620 

taaatggcta aaatgagaat atcaccggaa ttgaaaaaac tgatcgaaaa ataccgctgc 4680 

gtaaaagata cggaaggaat gtctcctgct aaggtatata agctggtggg agaaaatgaa 4740 

aacctatatt taaaaatgac ggacagccgg tataaaggga ccacctatga tgtggaacgg 4800 

gaaaaggaca tgatgctatg gctggaagga aagctgcctg ttccaaaggt cctgcacttt 4860 

gaacggcatg atggctggag caatctgctc atgagtgagg ccgatggcgt cctttgctcg 4920 

gaagagtatg aagatgaaca aagccctgaa aagattatcg agctgtatgc ggagtgcatc 4980 

aggctctttc actccatcga catatcggat tgtccctata cgaatagctt agacagccgc 5040 

ttagccgaat tggattactt actgaataac gatctggccg atgtggattg cgaaaactgg 5100 

gaagaagaca ctccatttaa agatccgcgc gagctgtatg attttttaaa gacggaaaag 5160 

cccgaagagg aacttgtctt ttcccacggc gacctgggag acagcaacat ctttgtgaaa 5220 

gatggcaaag taagtggctt tattgatctt gggagaagcg gcagggcgga caagtggtat 5280 

gacattgcct tctgcgtccg gtcgatcagg gaggatatcg gggaagaaca gtatgtcgag 5340 

ctattttttg acttactggg gatcaagcct gattgggaga aaataaaata ttatatttta 5400 

ctggatgaat tgttttagta cctagatgtg gcgcaacgat gccggcgaca agcaggagcg 5460 

caccgacttc ttccgcatca agtgttttgg ctctcaggcc gaggcccacg gcaagtattt 5520 

gggcaagggg tcgctggtat tcgtgcaggg caagattcgg aataccaagt acgagaagga 5580 

cggccagacg gtctacggga ccgacttcat tgccgataag gtggattatc tggacaccaa 5640 

ggcaccaggc gggtcaaatc aggaataagg gcacattgcc ccggcgtgag tcggggcaat 5700 

cccgcaagga gggtgaatga atcggacgtt tgaccggaag gcatacaggc aagaactgat 5760 

cgacgcgggg ttttccgccg aggatgccga aaccatcgca agccgcaccg tcatgcgtgc 5820 

gccccgcgaa accttccagt ccgtcggctc gatggtccag caagctacgg ccaagatcga 5880 

gcgcgacagc gtgcaactgg ctccccctgc cctgcccgcg ccatcggccg ccgtggagcg 5940 

ttcgcgtcgt ctcgaacagg aggcggcagg tttggcgaag tcgatgacca tcgacacgcg 6000 

aggaactatg acgaccaaga agcgaaaaac cgccggcgag gacctggcaa aacaggtcag 6060 

cgaggccaag caggccgcgt tgctgaaaca cacgaagcag cagatcaagg aaatgcagct 6120 

ttccttgttc gatattgcgc cgtggccgga cacgatgcga gcgatgccaa acgacacggc 6180 

ccgctctgcc ctgtt caeca cgcgcaacaa gaaaatcccg cgcgaggcgc tgcaaaacaa 6240 

ggtcattttc cacgtcaaca aggacgtgaa gatcacctac accggcgtcg agetgeggge 6300 

cgacgatgac gaactggtgt ggcagcaggt gttggagtac gegaagegea cccctatcgg 6360 

cgagccgatc accttcacgt tctacgagct ttgecaggae ctgggctggt cgatcaatgg 6420 

ceggtattae aegaaggecg aggaatgect gtcgcgccta caggegaegg cgatgggctt 6480 

cacgtccgac cgcgttgggc acctggaatc ggtgtcgctg ctgcaccgct tccgcgtcct 6540 

ggaccgtggc aagaaaacgt cccgttgcca ggtcctgatc gacgaggaaa tegtegtget 6600 

gtttgctggc gaccactaca cgaaattcat atgggagaag taccgcaagc tgtcgccgac 6660 

ggcccgacgg atgttcgact atttcagctc geacegggag ccgtacccgc tcaagctgga 6720 

aaccttccgc ctcatgtgcg gateggatte cacccgcgtg aagaagtggc gcgagcaggt 6780 

cggcgaagcc tgcgaagagt tgcgaggcag cggcctggtg gaacacgcct gggtcaatga 6840 
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tgacctggtg 
agccagcgct 
tcagtatcgc 
ttgacaattg 
cgcgagatcc 
cacgaggaga 
ggcgcctaca 
aaggacgctc 

ggggtcgccg 

cgacagattc 
tcgctattct 
acggtaggcg 
ccgatacgat 
gtgttgacac 
gtttccatgg 
acctttaccg 
tttgatccgc 
ctgatcggag 
acagttgttt 
catcaggccg 
aggggagttg 
cggctttatc 
cggttaagcg 
tttgatcaca 
tcatccgtgt 
gagcaaagtc 
gcctgtatcg 
tggcaggata 
gacgttttta 
tgcccttcac 
gcaggcgaaa 
agaatagccc 
gaacgtggac 
tgaaccatca 
ccctaaaggg 
ggaagggaag 
gatcggtgcg 
gattaagttg 
aattaattcc 
ggtattatag 
tcaataactg 
tgtgtaatac 
agcttgggtc 
tcgggagcgg 
tcagcaatat 
ccacagtcga 
tcgccatggg 
agttcggctg 



cattgcaaac 
ttactggcat 
tcgggacgca 
tgattaaggc 
gattgtcggc 
aaaagcccat 
tcgacggcga 
acaaggcgca 
gtatgctgct 
caacgggaat 
ggagcttgtt 
ctgtgcagcc 
tgatggcggt 
caaacgcagc 
cgttcggaac 
cctggcaact 
caatcccgat 

cgggtttaac 

ccttactggg 
acagtcggaa 
atatcgtcaa 
cagcgatttc 
agaaatgaat 
ggcagcaacg 
ttcaaacccg 
tgccgcctta 
agtggtgatt 
tattgtggtg 
atgtactggg 
cgcctggccc 
atcctgtttg 
gagatagggt 
tccaacgtca 
cccaaatcaa 
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agcccccgat 
aaagcgaaag 
ggcctcttcg 
ggtaacgcca 
catcttgaaa 
tccaagcaaa 
attatatcag 
ataaattgat 
ccgctcagaa 
cgataccgta 
cacgggtagc 
tgaatccaga 
tcacgacgag 
gcgcgagccc 



gctagggcct 
ttcaggaaca 
cggcgcgctc 
tcagattcga 
cctgaagaaa 
ggaggcgttc 
gatcattggg 
tctgtccggc 

gcgggcgttg 

ct ggtggatg 
gtttatttcg 
gctgatggtc 
cctgggggct 
gctagatcct 
cgtgctgacc 
ggcggccgga 
gcctacagga 
ctacttcctt 
ctttctcagc 
cttcgggtcc 
cgttcacttc 
ctattatgtc 
aagaaggctg 
ctctgtcatc 
gcagcttagt 
caacggctct 
ttgtgccgag 
taaacaaatt 
gtggtttttc 
tgagagagtt 
atggtggttc 
tgagtgttgt 
aagggcgaaa 
gttttttggg 
ttagagcttg 
gagcgggcgc 
ctattacgcc 
gggttttccc 
gaaatatagt 
aacataaatt 
ctggtacatt 
gatatagcta 
gaactcgtca 
aagcacgagg 
caacgctatg 
aaagcggcca 
atcctcgccg 
ctgatgctct 



tgtggggtca gttccggctg ggggttcagc 
agcgggcact gctcgacgca cttgcttcgc 
tacgaactgc cgataaacag aggattaaaa 
cggcttggag cggccgacgt gcaggatttc 
gctccagaga tgttcgggtc cgtttacgag 
gctgaacggt tgcgagatgc cgtggcattc 
ctgtcggtct tcaaacagga ggacggcccc 
gttttcgtgg agcccgaaca gcgaggccga 
ccggcgggtt tattgctcgt gatgatcgtc 
cgcatcttca tcctcggcgc acttaatatt 
gtctaccgcc tgccgggcgg ggtcgcggcg 
gtgttcatct ctgccgctct gctaggtagc 
atttgcggaa ctgcgggcgt ggcgctgttg 
gtcggcgtcg cagcgggcct ggcgggggcg 
cgcaagtggc aacctcccgt gcctctgctc 
ggacttctgc tcgttccagt agctttagtg 
accaatgttc tcggcctggc gtggctcggc 
tggttccggg ggatctcgcg actcgaacct 
cccagatctg gggtcgatca gccggggatg 
ccgacctgta ccattcggtg agcaatggat 
taaagaaata gcgccactca gcttcctcag 
ggcatagttc tcaagatcga cagcctgtca 
ataattcgga tctctgcgag ggagatgata 
gttacaatca acatgctacc ctccgcgaga 
tgccgttctt ccgaatagca tcggtaacat 
cccgctgacg ccgtcccgga ctgatgggct 
ctgccggtcg gggagctgtt ggctggctgg 
gacgcttaga caacttaata acacattgcg 
ttttcaccag tgagacgggc aacagctgat 
gcagcaagcg gtccacgctg gtttgcccca 
cgaaatcggc aaaatccctt ataaatcaaa 
tccagtttgg aacaagagtc cactattaaa 
aaccgtctat cagggcgatg gcccactacg 
gtcgaggtgc cgtaaagcac taaatcggaa 
acggggaaag ccggcgaacg tggcgagaaa 
cattcaggct gcgcaactgt tgggaagggc 
agctggcgaa agggggatgt gctgcaaggc 
agtcacgacg ttgtaaaacg acggccagtg 
ttaaatattt attgataaaa taacaagtca 
tattgatgca agtttaaatt cagaaatatt 
gccgtagatg aaagactgag tgcgatatta 
gcttagctca tcgggggatc cgtcgaagct 
agaaggcgat agaaggcgat gcgctgcgaa 
aagcggtcag cccattcgcc gccaagctct 
tcctgatagc ggtccgccac acccagccgg 
ttttccacca tgatattcgg caagcaggca 
tcgggcatgc gcgccttgag cctggcgaac 
tcgtccagat catcctgatc gacaagaccg 



6900 

6960 

7020 

7080 

7140 

7200 

7260 

7320 

7380 

7440 

7500 

7560 

7620 

7680 

7740 

7800 

7860 

7920 

7980 

8040 

8100 

8160 

8220 

8280 

8340 

8400 

8460 

8520 

8580 

8640 

8700 

8760 

8820 

8880 

8940 

9000 

9060 

9120 

9180 

9240 

9300 

9360 

9420 

9480 

9540 

9600 

9660 

9720 
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gcttccatcc gagtacgtgc tcgctcgatg cgatgtttcg cttggtggtc gaatgggcag 9780 

gtagccggat caagcgtatg cagccgccgc attgcatcag ccatgatgga tactttctcg 9840 

gcaggagcaa ggtgagatga caggagatcc tgccccggca cttcgcccaa tagcagccag 9900 

tcccttcccg cttcagtgac aacgtcgagc acagctgcgc aaggaacgcc cgtcgtggcc 9960 

agccacgata gccgcgctgc ctcgtcctgc agttcattca gggcaccgga caggtcggtc 10020 

ttgacaaaaa gaaccgggcg cccctgcgct gacagccgga acacggcggc atcagagcag 10080 

ccgattgtct gttgtgccca gtcatagccg aatagcctct ccacccaagc ggccggagaa 10140 

cctgcgtgca atccatcttg ttcaatccaa gctcccatgg gccctcgact agagtcgaga 10200 

tctggattga gagtgaatat gagactctaa ttggataccg aggggaattt atggaacgtc 10260 

agtggagcat ttttgacaag aaatatttgc tagctgatag tgaccttagg cgacttttga 10320 

acgcgcaata atggtttctg acgtatgtgc ttagctcatt aaactccaga aacccgcggc 10380 

tgagtggctc cttcaacgtt gcggttctgt cagttccaaa cgtaaaacgg cttgtcccgc 10440 

gtcatcggcg ggggtcataa cgtgactccc ttaattctcc gctcatgatc ttgatcccct 10500 

gcgccatcag atccttggcg gcaagaaagc catccagttt actttgcagg gcttcccaac 10560 

cttaccagag ggcgccccag ctggcaattc cggttcgctt gctgtccata aaaccgccca 10620 

gtctagctat cgccatgtaa gcccactgca agctacctgc tttctctttg cgcttgcgtt 10680 

ttcccttgtc cagatagccc agtagctgac attcatccgg ggtcagcacc gtttctgcgg 10740 

actggctttc tacgtgttcc gcttccttta gcagcccttg cgccctgagt gcttgcggca 10800 

gcgtgaagct tgcatgcctg caggtcgacg gcgcgccgag ctcctcgagc aaatttacac 10860 

attgccacta aacgtctaaa cccttgtaat ttgtttttgt tttactatgt gtgttatgta 10920 

tttgatttgc gataaatttt tatatttggt actaaattta taacaccttt tatgctaacg 10980 

tttgccaaca cttagcaatt tgcaagttga ttaattgatt ctaaattatt tttgtcttct 11040 

aaatacatat actaatcaac tggaaatgta aatatttgct aatatttcta ctataggaga 11100 

attaaagtga gtgaatatgg taccacaagg tttggagatt taattgttgc aatgctgcat 11160 

ggatggcata tacaccaaac attcaataat tcttgaggat aataatggta ccacacaaga 11220 

tttgaggtgc atgaacgtca cgtggacaaa aggtttagta atttttcaag acaacaatgt 11280 

taccacacac aagttttgag gtgcatgcat ggatgccctg tggaaagttt aaaaatattt 11340 

tggaaatgat ttgcatggaa gccatgtgta aaaccatgac atccacttgg aggatgcaat 11400 

aatgaagaaa actacaaatt tacatgcaac tagttatgca tgtagtctat ataatgagga 11460 

ttttgcaata ctttcattca tacacactca ctaagtttta cacgattata atttcttcat 11520 

agccagcaga tctgccggca tcgatcccgg gccatggcct gctttaatga gatatgcgag 11580 

acgcctatga tcgcatgata tttgctttca attctgttgt gcacgttgta aaaaacctga 11640 

gcatgtgtag ctcagatcct taccgccggt ttcggttcat tctaatgaat atatcacccg 11700 

ttactatcgt atttttatga ataatattct ccgttcaatt tactgattgt ccgtcgacga 11760 

gctcggcgcg cctctagagg atcgatgaat tcagatcggc tgagtggctc cttcaacgtt 11820 

gcggttctgt cagttccaaa cgtaaaacgg cttgtcccgc gtcatcggcg ggggtcataa 11880 

cgtgactccc ttaattctcc gctcatgatc agattgtcgt ttcccgcctt cagtttaaac 11940 

tatcagtgtt tgacaggata tattggcggg taaacctaag agaaaagagc gtttattaga 12000 

ataatcggat atttaaaagg gcgtgaaaag gtttatcctt cgtccatttg tatgtgcatg 12060 

ccaaccacag ggttcccca " 12079 

<210> 67 

<211> 13002 
<212> DNA 

<213> artificial sequence 



BASF Plant Science GmbH 



20011000 



PF 54409 DE 



109 

<220> 

<223> pflanzlicher Expressionsvektor mit 2W ei Promote -p 

ssionskassetten Prom °tor-Terminator-Expre 



<400> 67 

gatctggcgc 
gcgcccagca 
tagtgggcgg 
ataatcaggc 
atgttgggtt 
ttctttatca 
tgacaaagtt 
gcgtagacgg 
tttactggca 
cggagaatca 
ggaatgcccg 
ccggcacgcg 
gcgaggcggg 
ctgttggggc 
ccgttgaaca 
ccggtccgga 
ggaggctcgt 
tgccggagcg 
ccaccgcgtc 
ccaagcctca 
gctcactgac 
ggcggtaata 
aggccagcaa 
ccgcccccct 
aggactataa 
gaccctgccg 
ccgctgcata 
tcgcacgata 
ggcgtcagcc 
ctgtccctta 
c t ac cgccgg 
agggcagccc 
aggcggcggc 
aaatcacggg 

tgggccgcct 

tcggtgatgc 
gcaaggtcat 
aacggccggg 
gacttcgcgg 
gacgctcacc 
cgcgccagaa 
cctcgcggaa 
cgactcaccc 



cggccagcga 
caggtgcgca 
tgacgtcgtt 
cgatgccgac 
tcacgtctgg 
ctgataagtt 
gcagccgaat 
tctgacgaca 
cttcaggaac 
tacgcattcg 
cagcttcagg 
accgggcgca 
tttttcggcc 
cgtgcttgag 
ggctccgctc 
cgcagcgttc 
tgtcaggaac 
caacccactc 



agacgcccgt 
cggccgcgct 
tcgctgcgct 
cggttatcca 
aaggccagga 
gacgagcatc 
agataccagg 
cttaccggat 
accctgcttc 
tacaggattt 
gggcaggata 
ttcgcacctg 
cgtaacagat 
acctatcaag 
ggccggcatg 
cgtcgtggac 
gggcggcctg 
cacgatcctc 
gatgggcgtg 
gggtgcgcgt 
agctggtgaa 
gggctggttg 
acgccgtcga 
aacttggccc 
ggcgcggcgt 



gacgagcaag 
ggcaaattgc 
cgagtgaacc 
agcgtcgagc 
cctccggacc 
ggtggacata 
acagtgatcc 
cgcaaactgg 
aagcgggcgc 
gtgccgagag 
caggcgctgc 
ccgcagatgg 
ggggacgccg 
gagcaggccg 
tcgccgctgt 
gagcagggac 
gttgaaggac 
actacagcag 
agcagcccgc 
cggcctctct 
cggtcgttcg 
cagaatcagg 
accgtaaaaa 
acaaaaatcg 
cgtttccccc 
acctgtccgc 

ggggtcatta 

tgccaaaggg 
ggtgaagtag 
gcggtgctca 
gagggcaagc 
gtgtactgcc 
agcctgtcgg 
tatgagcacg 
ctgaaactct 
gccctgctgg 
gtccgcccga 
gattgccaag 
gtacatcacc 
ccctcgccgc 
agccgtgtgc 
tcactgacag 
tgacagatga 



attggccgcc 
accaacgcat 
agatcgcgca 
gcgacagtgc 
agcctccgct 
ttatgtttat 
gtgccgccct 
cggaacggtt 
tgctcgacgc 
ccgacgacga 
tcgcctaccg 
aaacggccga 
tcaatgcgct 
gcgacagcga 
tgcgggccgc 
tcgcggtgat 
cgagaaaggg 
agccatgtag 
tacgggcttt 
ggcggccttc 
gctgcggcga 
ggataacgca 
ggccgcgttg 
acgctcaagt 
tggaagctcc 
ctttctccct 
tagcgatttt 
ttcgtgtaga 
gcccacccgc 
acgggaatcc 
ggatggctga 
ttccagacga 
cctacctgct 
tccgcgagct 
ggctcaccga 
cgaagatcga 
gggcagagcc 
cacgtcccca 



gcccgaaacg 
acagcgccag 
Sgaggcccgg 
tcagaattac 
ggtccgattg 
cagtgataaa 
ggacctgttg 
^ggggttcag 

actggccgaa 
ctggcgctca 
cgatggcgcg 
cgcgcagctt 
gatgacaatc 
tgccggcgag 
gatagacgcc 
tgtcgatgga 
tgacgattga 
acaacatccc 
ttcatgccct 
tggcgctctt 



atccgacagc 
cagaatgcca 
cagcaccggc 
gatcaggggt 
aacgcgcgga 
gtgtcaagca 
aacgaggtcg 
cagccggcgc 
gccatgctgg 
tttctgatcg 
cgcatccatg 
cgcttcctct 
agctacttca 
c 9cggcggca 
ttcgacgaag 
ttggcgaaaa 
tcaggaccgc 
ctcccccttt 



gcggtatcag 
ggaaagaaca 
ctggcgtttt 
cagaggtggc 
ctcgtgcgct 
tcgggaagcg 
ttcggtatat 
ctttccttgg 
gagcgggtgt 
tgctctgcga 
tgaaaccaag 
acgaagagcg 
ggccgtcggc 
ggcccgcatc 



gacgagcaag 
tgggctggcg 
gagacaccgc 
atgaggggcg 

ggggcaggct 



cgacccgcgc 
agagaagcag 
atgacttttt 
tgcgctccat 
gcaagaccga 
gccgtctatg 
ggccgccggc 
gacgttgaca 
cgatttcggc 



gccctagcgt 
ccgcttcctc 
ctcactcaaa 
tgtgagcaaa 
tccataggct 
gaaacccgac 
ctcctgttcc 
tggcgctttt 
ccatcctttt 
tgtatccaac 
tccttcttca 
ggctggccgg 
ccaaccagga 
attgaggaaa 
cagggctaca 
aatggcgacc 
acggcgcggt 
gacgagcttg 
tagccgctaa 
caagaagagc 
gcgcctttgc 
gccctgcaaa 
gttgtggata 
cttgaggggc 
cggcgacgtg 



60 
120 
180 
240 
300 
360 
420 
480 
540 
600 
660 
720 
780 
840 
900 
960 
1020 
1080 
1140 
1200 
1260 
1320 
1380 
1440 
1500 
1560 
1620 
1680 
1740 
1800 
1860 
1920 
1980 
2040 
2100 
2160 
2220 
2280 
2340 
2400 
2460 
2520 
2580 
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gagctggcca gcotcgcaaa tcggcgaaaa cgcctgattt tacgcgagtt tcccacagat 
gatgtggaca agcctgggga taagtgccct gcggtattga cacttgaggg gcgcgactac 
tgacagatga ggggcgcgat ccttgacact tgaggggcag agtgctgaca gatgaggggc 
gcacctattg acatttgagg ggctgtccac aggcagaaaa tccagcattt gcaagggttt 
ccgcccgttt ttcggccacc gctaacctgt cttttaacct gcttttaaac caatatttat 
aaaccttgtt tttaaccagg gctgcgccct gtgcgcgtga ccgcgcacgc cgaagggggg 
tgccccccct tctcgaaccc tcccggcccg ctaacgcggg cctcccatcc ccccaggggc 3000 
tgogcccctc ggccgcgaac ggcctcaccc caaaaatggc agcgctggca gtccttgcca 3060 
ttgccgggat cggggcagta aogggatggg cgatcagccc gagcgcgacg cccggaagca 3120 
ttgacgtgcc gcaggtgctg gcatcgacat tcagcgacca ggtgccgggc agtgagggcg 3180 
gcggcctggg tggcggcctg cccttcactt cggccgtcgg ggcattoacg gacttcatgg 3240 
cggggccggc aatttttacc ttgggcattc ttggcatagt ggtcgcgggt gccgtgotcg 3300 
tgttcggggg tgcgataaac ccagcgaacc atttgaggtg ataggtaaga ttataccgag 3360 
gtatgaaaac gagaattgga cctttacaga attactctat gaagcgccat atttaaaaag 3420 
ctaccaagao gaagaggatg aagaggatga ggaggcagat tgccttgaat atattgacaa 3480 
tactgataag ataatatatc ttttatatag aagatatcgc cgtatgtaag gatttcaggg 3540 
ggcaaggcat aggcagcgcg cttatcaata tatctataga atgggcaaag cataaaaact 3600 
tgcatggact aatgcttgaa acccaggaca ataaccttat agcttgtaaa ttctatcata 
attgggtaat gactccaact tattgatagt gttttatgtt cagataatgc ccgatgactt 
tgtcatgcag ctccaccgat tttgagaacg acagcgactt ccgtcccagc cgtgcoaggt 
gctgcctcag attcaggtta tgccgctcaa ttcgctgcgt atatcgottg ctgattacgt 
gcagctttcc cttcaggcgg gattcataca gcggccagcc atccgtcatc catatcacca 
cgtcaaaggg tgacagcagg ctcataagac gccccagcgt cgccatagtg cgttcaccga 
atacgtgcgc aacaaccgtc ttccggagac tgtcatacgc gtaaaacagc cagcgctggc w «» 
gcgatttagc cccgacatag ccccactgtt cgtccatttc cgcgcagaog atgacgtcac 4080 
tgcccggctg tatgcgcgag gttaccgact gcggcotgag ttttttaagt gacgtaaaat 
cgtgttgagg ocaacgccca taatgcgggc tgttgcccgg oatccaacgc cattcatggc 
oatatcaatg attttctggt gogtaccggg ttgagaagcg gtgtaagtga actgcagttg 
ocatgtttta cggcagtgag agcagagata gcgctgatgt ccggcggtgc ttttgccgtt 
acgcaocacc ccgtcagtag ctgaacagga gggacagctg atagacacag aagocactgg 
agcacctcaa aaacaccatc atacactaaa tcagtaagtt ggcagcatca cccataattg 
tggtttcaaa atcggctccg tcgatactat gttatacgcc aactttgaaa acaactttga 4500 
aaaagctgtt ttctggtatt t aagg tttta gaatgcaagg aaoagtgaat tggagttcgt 4560 
cttgttataa ttagcttctt ggggtatctt taaatactgt agaaaagagg aaggaaataa 4620 
taaatggcta aaatgagaat atcaocggaa ttgaaaaaac tgatcgaaaa atacogctgc 
gtaaaagata cggaaggaat gtctcctgct aaggtatata agctggtggg agaaaatgaa 
aaoctatatt taaaaatgac ggacagccgg tataaaggga ccacctatga tgtggaacgg 
gaaaaggaoa tgatgctatg gctggaagga aagctgcctg ttocaaaggt cctgcacttt 
gaacggcatg atggctggag caatctgctc atgagtgagg ccgatggcgt cctttgctcg 

Zl*T,ll 9 a T t9aaCa aa3CCCt9aa «a»tt.tcg agctgtatgc ggagtgcatc 4980 
aggotctttc aotccatcga catatcggat tgtccctata cgaatagctt agacagccgc 5040 
ttagccgaat tggattactt actgaataac gatctggccg atgtggattg cgaaaactgg 5100 
gaagaagaca ctccatttaa agatccgcgc gagctgtatg attttttaaa gacggaaaag 
cccgaagagg aacttgtctt ttcccacggc gacctgggag acagcaacat otttgtgaaa 
gatggcaaag taagtggott tattgatctt gggagaagcg goagggcgga caagtggtat 
gacattgcct tctgogtccg gtcgatcagg gaggatatcg gggaagaaca gtatgtcgag 
ctattttttg acttactggg gatcaagoct gattgggaga aaataaaata ttatatttta 
ctggatgaat tgttttagta cctagatgtg gogcaacgat gccggcgaca agcaggagcg 



2640 
2700 
2760 
2820 
2880 
2940 



3660 
3720 
3780 
3840 
3900 
3960 
4020 



4140 
4200 
4260 
4320 
4380 
4440 



4680 
4740 
4800 
4860 
4920 



5160 
5220 
5280 
5340 
5400 
5460 
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caccgacttc 
gggcaagggg 
cggccagacg 
ggcaccaggc 
cccgcaagga 
cgacgcgggg 
gccccgcgaa 
gcgcgacagc 
ttcgcgtcgt 
aggaactatg 
cgaggccaag 
ttccttgttc 
ccgctctgcc 
ggtcattttc 
cgacgatgac 
cgagccgatc 
ccggtattac 
cacgtccgac 
ggaccgtggc 
gtttgctggc 
ggcccgacgg 
aaccttccgc 
cggcgaagcc 
tgacctggtg 
agccagcgct 
tcagtatcgc 
ttgacaattg 
cgcgagatcc 
cacgaggaga 
ggcgcctaca 
aaggacgctc 

srgggtcgccg 

cgacagattc 
tcgctattct 
acggtaggcg 
ccgatacgat 
gtgttgacac 
gtttccatgg 
acctttaccg 
tttgatccgc 
ctgatcggag 
acagttgttt 
catcaggccg 
aggggagttg 
cggctttatc 
cggttaagcg 
tttgatcaca 
tcatccgtgt 



ttccgcatca 
tcgctggtat 
gtctacggga 
gggtcaaatc 



gggtgaatga 
ttttccgccg 
accttccagt 
gtgcaactgg 
ctcgaacagg 
acgaccaaga 
caggccgcgt 
gatattgcgc 
ctgttcacca 
cacgtcaaca 



gaactggtgt 
accttcacgt 
acgaaggccg 
cgcgttgggc 
aagaaaacgt 
gaccactaca 
atgttcgact 
ctcatgtgcg 
tgcgaagagt 
cattgcaaac 
ttactggcat 
tcgggacgca 
tgattaaggc 
gattgtcggc 
aaaagcccat 
tcgacggcga 
acaaggcgca 
gtatgctgct 
caacgggaat 
ggagcttgtt 
ctgtgcagcc 
tgatggcggt 
caaacgcagc 
cgttcggaac 
cctggcaact 
caatcccgat 
cgggtttaac 
ccttactggg 
acagtcggaa 
atatcgtcaa 
cagcgatttc 
agaaatgaat 
ggcagcaacg 
ttcaaacccg 



agtgttttgg 
tcgtgcaggg 
ccgacttcat 
aggaataagg 
atcggacgtt 
aggatgccga 
ccgtcggctc 
ctccccctgc 
aggcggcagg 
agcgaaaaac 
tgctgaaaca 
cgtggccgga 
cgcgcaacaa 
aggacgtgaa 
ggcagcaggt 
tctacgagct 
aggaatgcct 
acctggaatc 
cccgttgcca 
cgaaattcat 
atttcagctc 
gatcggattc 
tgcgaggcag 
gctagggcct 
ttcaggaaca 
c ggcgcgctc 
tcagattcga 
cctgaagaaa 
ggaggcgttc 
gatcattggg 
tctgtccggc 
STcgggcgttg 
ct ggtggatg 
gtttatttcg 
gctgatggtc 
cctgggggct 
gctagatcct 
cgtgctgacc 
ggcggccgga 
gcctacagga 
ctacttcctt 
ctttctcagc 
cttcgggtcc 
cgttcacttc 
ctattatgtc 
aagaaggctg 
ctctgtcatc 
gcagcttagt 
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ctctcaggcc 
caagattcgg 
tgccgataag 
gcacattgcc 
tgaccggaag 
aaccatcgca 
gatggtccag 
cctgcccgcg 
tttggcgaag 
cgccggcgag 
cacgaagcag 
cacgatgcga 
gaaaatcccg 
gatcacctac 
gttggagtac 
ttgccaggac 
gtcgcgccta 
ggtgtcgctg 
ggtcctgatc 
at gggagaag 
gcaccgggag 
cacccgcgtg 
cggcctggtg 

tgtggggtca 



agcgggcact 
tacgaactgc 
cggcttggag 
gctccagaga 
gctgaacggt 
ctgtcggtct 
gttttcgtgg 
ccggcgggtt 
cgcatcttca 



gtctaccgcc 
gtgttcatct 
atttgcggaa 
gtcggcgtcg 
cgcaagtggc 
ggacttctgc 
accaatgttc 
tggttccggg 
cccagatctg 
ccgacctgta 
taaagaaata 
ggcatagttc 
ataattcgga 
gttacaatca 
tgccgttctt 



gaggcccacg 
aataccaagt 
gtggattatc 
ccggcgtgag 
gcatacaggc 
agccgcaccg 
caagctacgg 
ccatcggccg 
tcgatgacca 
gacctggcaa 
cagatcaagg 
gcgatgccaa 
cgcgaggcgc 
accggcgtcg 
gcgaagcgca 
ctgggctggt 
caggcgacgg 
ctgcaccgct 
gacgaggaaa 
taccgcaagc 
ccgtacccgc 
aagaagtggc 
gaacacgcct 
gttccggctg 
gctcgacgca 
cgataaacag 
cggccgacgt 
tgttcgggtc 
tgcgagatgc 
tcaaacagga 
agcccgaaca 
tattgctcgt 
tcctcggcgc 
tgccgggcgg 
ctgccgctct 
ctgcgggcgt 
cagcgggcct 
aacctcccgt 
tcgttccagt 
tcggcctggc 
ggatctcgcg 
gggtcgatca 
ccattcggtg 
gcgccactca 
tcaagatcga 
tctctgcgag 
acatgctacc 
ccgaatagca 



gcaagtattt 
acgagaagga 
tggacaccaa 

tc ggggcaat 

aagaactgat 
tcatgcgtgc 
ccaagatcga 
ccgtggagcg 
tcgacacgcg 
aacaggtcag 
aaatgcagct 
acgacacggc 
tgcaaaacaa 
agctgcgggc 
cccctatcgg 
cgatcaatgg 
c sr a tgggctt 
tccgcgtcct 
tcgtcgtgct 
tgtcgccgac 
tcaagctgga 
gcgagcaggt 
gggtcaatga 
ggggttcagc 

cttgcttcgc 
aggattaaaa 
gcaggatttc 
cgtttacgag 
cgtggcattc 
ggacggcccc 
gcgaggccga 
gatgatcgtc 
acttaatatt 
ggtcgcggcg 
gctaggtagc 
ggcgctgttg 
ggcgggggcg 
gcctctgctc 
agctttagtg 
gtggctcggc 
actcgaacct 
gccggggatg 
agcaatggat 
gcttcctcag 
cagcctgtca 
ggagatgata 
ctccgcgaga 
tcggtaacat 



5520 
5580 
5640 
5700 
5760 
5820 
5880 
5940 
6000 
6060 
6X20 
6180 
6240 
6300 
6360 
6420 
6480 
6540 
6600 
6660 
6720 
6780 
6840 
6900 
6960 
7020 
7080 
7140 
7200 
7260 
7320 
7380 
7440 
7500 
7560 
7620 
7680 
7740 
7800 
7860 
7920 
7980 
8040 
8100 
8160 
8220 
8280 
8340 
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gagcaaagtc 
gcctgtatcg 
tggcaggata 
gacgttttta 
tgcccttcac 
gcaggcgaaa 
agaatagccc 
gaacgtggac 
tgaaccatca 
ccctaaaggg 
ggaagggaag 
gatcggtgcg 
gattaagttg 
aattaattcc 
ggtattatag 
tcaataactg 
tgtgtaatac 
agcttgggtc 
tcgggagcgg 
tcagcaatat 
ccacagtcga 
tcgccatggg 
agttcggctg 
gcttccatcc 
gtagccggat 
gcaggagcaa 
tcccttcccg 
agccacgata 
ttgacaaaaa 
ccgattgtct 
cctgcgtgca 
tctggattga 
agtggagcat 
acgcgcaata 
tgagtggctc 
gtcatcggcg 
gcgccatcag 
cttaccagag 
gtctagctat 
ttcccttgtc 
actggctttc 
gcgtgaagct 
attgccacta 
tttgatttgc 
tttgccaaca 
aaatacatat 
attaaagtga 
ggatggcata 



tgccgcctta 
a gtggtgatt 
tattgtggtg 
afcgtactggg 
cgcctggccc 
atcctgtttg 
gagatagggt 
tccaacgtca 
cccaaatcaa 



agcccccgat 
aaagcgaaag 
ggcctcttcg 
ggtaacgcca 
catcttgaaa 
tccaagcaaa 
attatatcag 
ataaattgat 
ccgctcagaa 
cgataccgta 
cacgggtagc 
tgaatccaga 
tcacgacgag 
gcgcgagccc 
gagtacgtgc 
caagcgtatg 
ggtgagatga 
cttcagtgac 
gccgcgctgc 
gaaccgggcg 
gttgtgccca 
atccatcttg 
gagtgaatat 
ttttgacaag 
atggtttctg 
cttcaacgtt 
ggggtcataa 
atccttggcg 
ggcgccccag 
cgccatgtaa 
cagatagccc 
tacgtgttcc 
tgcatgcctg 
aacgtctaaa 
gataaatttt 
cttagcaatt 
actaatcaac 
gtgaatatgg 
tacaccaaac 



caacggctct 
ttgtgccgag 
taaacaaatt 
STtggtttttc 
tgagagagtt 
atggtggttc 
tgagtgttgt 
aa gggcgaaa 
gttttttggg 
ttagagcttg 
gagcgggcgc 
ctattacgcc 

gggttttccc 

gaaatatagt 
aacataaatt 
ctggtacatt 
gatatagcta 
gaactcgtca 
aagcacgagg 
caacgctatg 
aaagcggcca 
atcctcgccg 
ctgatgctct 
tcgctcgatg 
cagccgccgc 
caggagatcc 
aacgtcgagc 
ctcgtcctgc 
cccctgcgct 
gtcatagccg 
ttcaatccaa 
gagactctaa 
aaatatttgc 
acgtatgtgc 
gcggttctgt 
cgtgactccc 
gcaagaaagc 
ctggcaattc 
gcccactgca 
agtagctgac 
gcttccttta 
caggtcgacg 
cccttgtaat 
tatatttggt 
tgcaagttga 
tggaaatgta 
taccacaagg 
attcaataat 



cccgctgacg 
ctgccggtcg 
gacgcttaga 
ttttcaccag 
gcagcaagcg 
cgaaatcggc 
tccagtttgg 
aaccgtctat 
gtcgaggtgc 
acggggaaag 
cattcaggct 
agctggcgaa 
agtcacgacg 
ttaaatattt 
tattgatgca 
gccgtagatg 
gcttagctca 
agaaggcgat 
aa gcggtcag 
tcctgatagc 
ttttccacca 
tcgggcatgc 
tcgtccagat 
cgatgtttcg 
attgcatcag 
tgccccggca 
acagctgcgc 
agttcattca 
gacagccgga 
aatagcctct 
gctcccatgg 
ttggataccg 
tagctgatag 
ttagctcatt 
cagttccaaa 
ttaattctcc 
catccagttt 
cggttcgctt 
agctacctgc 
attcatccgg 
gcagcccttg 
gcgcgccgag 
ttgtttttgt 
actaaattta 
ttaattgatt 
aatatttgct 
tttggagatt 
tcttgaggat 



ccgtcccgga 

ggg a gctgtt 

caacttaata 
tgagacgggc 
gtccacgctg 
aaaatccctt 
aacaagagtc 

ca srggcgatg 

cgtaaagcac 
ccggcgaacg 
gcgcaactgt 

a ggggg a tgt 

ttgtaaaacg 
attgataaaa 
agtttaaatt 
aaagactgag 
tcgggggatc 
agaaggcgat 
cccattcgcc 
ggtccgccac 
tgatattcgg 
gcgccttgag 
catcctgatc 
cttggtggtc 
ccatgatgga 
cttcgcccaa 
aaggaacgcc 
gggcaccgga 
acacggcggc 
ccacccaagc 
gccctcgact 

a gggg a attt 

tgaccttagg 
aaactccaga 
cgtaaaacgg 
gctcatgatc 
actttgcagg 
gctgtccata 
tttctctttg 
ggtcagcacc 
cgccctgagt 
ctcctcgagc 
tttactatgt 
taacaccttt 
ctaaattatt 
aatatttcta 
taattgttgc 
aataatggta 



ctgatgggct 
ggctggctgg 
acacattgcg 
aacagctgat 
gtttgcccca 
ataaatcaaa 
cactattaaa 
gcccactacg 
taaatcggaa 
tggcgagaaa 
tgggaagggc 
gctgcaaggc 
acggccagtg 
taacaagtca 
cagaaatatt 
tgcgatatta 
cgtcgaagct 
gcgctgcgaa 
gccaagctct 
acc cage egg . 
caagcaggca 
cctggcgaac 
gacaagaccg 
gaatgggcag 
tactttctcg 
tagcagecag 
cgtcgtggcc 
caggteggtc 
atcagagcag 
ggccggagaa 
agagtcgaga 
atggaacgtc 
cgacttttga 
aacccgcggc 
cttgtcccgc 
ttgatcccct 
gcttcccaac 
aaaccgccca 
cgcttgcgtt 
gtttctgegg 
gettgeggea 
aaatttacac 
gtgttatgta 
tatgetaacg 
tttgtcttct 
ctataggaga 
aatgetgeat 
ccacacaaga 



8400 
8460 
8520 
8580 
8640 
8700 
8760 
8820 
8880 
8940 
9000 
9060 
9120 
9180 
9240 
9300 
9360 
9420 
9480 
9540 
9600 
9660 
9720 
9780 
9840 
9900 
9960 
10020 
10080 
10140 
10200 
10260 
10320 
10380 
10440 
10500 
10560 
10620 
10680 
10740 
10800 
10860 
10920 
10980 
11040 
11100 
11160 
11220 
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tttgaggtgc 
taccacacac 
tggaaatgat 
aatgaagaaa 
ttttgcaata 
agccagccca 
tatgcgagac 
aaacctgagc 
atcacccgtt 
gtcgagcaaa 
actatgtgtg 
caccttttat 
aattattttt 
atttctacta 
ttgttgcaat 
aatggtacca 
tttcaagaca 
aaagtttaaa 
cacfctggagg 
agtctatata 
gattataatt 
ttaatgagat 
cgttgtaaaa 
aatgaatata 
tgattgtccg 
ggctgagtgg 
cgcgtcatcg 
cgtttcccgc 
aagagaaaag 
cttcgtccat 

<210> 68 



atgaacgtca 
aagttttgag 
ttgcatggaa 
actacaaatt 
ctttcattca 
ccgcggtggg 
gcctatgatc 
atgtgtagct 
actatcgtat 
tttacacatt 
ttatgtattt 
gctaacgttt 
gtcttctaaa 
taggagaatt 
gctgcatgga 
cacaagattt 
acaatgttac 
aatattttgg 
atgcaataat 
atgaggattt 
tcttcatagc 
atgcgagacg 
aacctgagca 
tcacccgtta 
tcgacgaatt 
ctccttcaac 
gcgggggtca 
cttcagttta 
agcgtttatt 
ttgtatgtgc 



cgtggacaaa 
gtgcatgcat 
gccatgtgta 
tacatgcaac 
tacacactca 
cggccgcctg 
gcatgatatt 
cagatcctta 
ttttatgaat 
gccactaaac 
gatttgcgat 
gccaacactt 
tacatatact 
aaagtgagtg 
tggcatatac 
gaggtgcatg 
cacacacaag 
aaatgatttg 
gaagaaaact 
tgcaatactt 
cagcggatcc 
cctatgatcg 
tgtgtagctc 
ctatcgtatt 
cgagctcggc 
gttgcggttc 
taacgtgact 
aactatcagt 
agaataatcg 
atgccaacca 



aggtttagta 
ggatgccctg 
aaaccatgac 
tagttatgca 
ctaagtttta 
cagtctagaa 
tgctttcaat 
ccgccggttt 
aatattctcc 
gtctaaaccc 
aaatttttat 
agcaatttgc 
aatcaactgg 
aatatggtac 
accaaacatt 
aacgtcacgt 
ttttgaggtg 
catggaagcc 
acaaatttac 
tcattcatac 
gatatcgggc 
catgatattt 
agatccttac 
tttatgaata 
gcgcctctag 
tgtcagttcc 
cccttaattc 
gtttgacagg 
gatatttaaa 
cagggttccc 



atttttcaag 
tggaaagttt 
atccacttgg 
tgtagtctat 
cacgattata 
ggcctcctgc 
tctgttgtgc 
cggttcattc 
gttcaattta 
ttgtaatttg 
atttggtact 
aagttgatta 
aaatgtaaat 
cacaaggttt 
caataattct 



ggacaaaagg 
catgcatgga 
atgtgtaaaa 
atgcaactag 
acactcacta 
ccgctagcgt 
gctttcaatt 
cgccggtttc 
atattctccg 
aggatcgatg 
aaacgtaaaa 
tccgctcatg 
atatattggc 
agggcgtgaa 



acaacaatgt 
aaaaatattt 
aggatgcaat 
ataatgagga 
atttcttcat 
tttaatgaga 
acgttgtaaa 
taatgaatat 
ctgattgtcc 
tttttgtttt 
aaatttataa 
attgattcta 
atttgctaat 
ggagatttaa 
tgaggataat 
tttagtaatt 
tgccctgtgg 
ccatgacatc 
ttatgcatgt 
agttttacac 
taaccctgct 
ctgttgtgca 
ggttcattct 
ttcaatttac 
aattcagatc 
cggcttgtcc 
atcagattgt 
gggtaaacct 
aaggtttatc 



ca 



11280 

1134 0 

11400 

11460 

11520 

11580 

11640 

11700 

11760 

11820 

11880 

11940 

12000 

12060 

12120 

12180 

12240 

12300 

12360 

12420 

12480 

12540 

12600 

12660 

12720 

12780 

12840 

12900 

12960 

13002 



<211> 13905 
<212> DNA 

<213> artificial sequence 



<220> 
<223> 



pflanzlicher Bxpressionsvektor mit drei Promotor-Terminator-Expre 
ssionskassetten 



<400> 68 



gatctggcgc 
gcgcccagca 
ta gtgggcgg 
ataatcaggc 
atgttgggtt 



cggccagcga 
caggtgcgca 
tgacgtcgtt 
egatgccgac 
tcacgtctgg 



gacgagcaag 
ggcaaattgc 
cgagtgaacc 
agcgtcgagc 
cctccggacc 



attggccgcc 
accaacgcat 
agatcgcgca 
gcgacagtgc 
agcctccgct 



gcccgaaacg 
acagcgccag 
99" a ggcccgg 
tcagaattac 
ggtccgattg 



atccgacagc 
cagaatgcca 
cagcaccggc 
gatcaggggt 
aacgcgcgga 



60 
120 
180 
240 
300 
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ttctttatca 
tgacaaagtt 
gcgtagacgg 
tttactggca 
cggagaatca 
ggaatgcccg 
ccggcacgcg 
gcgaggcggg 
ctgttggggc 
ccgttgaaca 
ccggtccgga 
ggaggctcgt 
tgccggagcg 
ccaccgcgtc 
ccaagcctca 
gctcactgac 
ggcggtaata 
aggccagcaa 
ccgcccccct 
aggactataa 
gaccctgccg 
ccgctgcata 
tcgcacgata 
ggcgtcagcc 
ctgtccctta 
ctaccgccgg 
agggcagccc 
aggcggcggc 
aaatcacggg 

tgggccgcct 

tcggtgatgc 
gcaaggtcat 
aacggccggg 
gacttcgcgg 
gacgctcacc 
cgcgccagaa 
cctcgcggaa 
cgactcaccc 
gagctggcca 
gatgtggaca 
tgacagatga 
gcacctattg 
ccgcccgttt 
aaaccttgtt 
tgccccccct 
tgcgcccctc 
ttgccgggat 
ttgacgtgcc 



ctgataagtt 
gcagccgaat 
tctgacgaca 
cttcaggaac 
tacgcattcg 
cagcttcagg 
accgggcgca 
tttttcggcc 
cgtgcttgag 
ggctccgctc 
cgcagcgttc 
tgtcaggaac 
caacccactc 
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agacgcccgt 
cggccgcgct 
tcgctgcgct 
cggttatcca 



aaggccagga 
gacgagcatc 
agataccagg 
cttaccggat 
accctgcttc 
tacaggattt 
gggcaggata 
ttcgcacctg 
cgtaacagat 
acctatcaag 
ggccggcatg 
cgtcgtggac 

gggcggcctg 

cacgatcctc 
gatgggcgtg 

gggtgcgcgt 

agctggtgaa 

gggctggttg 

acgccgtcga 
aacttggccc 
ggcgcggcgt 
gcctcgcaaa 
agcctgggga 

ggggcgcgat 

acatttgagg 
ttcggccacc 
tttaaccagg 
tctcgaaccc 
ggccgcgaac 
cggggcagta 
gcaggtgctg 



ggtggacata 
acagtgatcc 
cgcaaactgg 
aagcgggcgc 
gtgccgagag 
caggcgctgc 
ccgcagatgg 
ggggacgccg 
gagcaggccg 
tcgccgctgt 
gagcagggac 
gttgaaggac 
actacagcag 
agcagcccgc 
cggcctctct 
cggtcgttcg 
cagaatcagg 
accgtaaaaa 
acaaaaatcg 
cgtttccccc 
acctgtccgc 

ggggtcatta 

tgccaaaggg 
ggtgaagtag 
gcggtgctca 
gagggcaagc 
gtgtactgcc 
agcctgtcgg 
tatgagcacg 
ctgaaactct 
gccctgctgg 
gtccgcccga 
gattgccaag 
gtacatcacc 
ccctcgccgc 
agccgtgtgc 
tcactgacag 
tgacagatga 
tcggcgaaaa 
taagtgccct 
ccttgacact 
ggctgtccac 
gctaacctgt 
gctgcgccct 
tcccggcccg 
ggcctcaccc 
acgggatggg 
gcatcgacat 



ttatgtttat 
gtgccgccct 
cggaacggtt 
tgctcgacgc 
ccgacgacga 
tcgcctaccg 
aaacggccga 
tcaatgcgct 
gcgacagcga 
tgcgggccgc 
tcgcggtgat 
cgagaaaggg 
agccatgtag 
tacgggcttt 

ggcggccttc 

gctgcggcga 
ggataacgca 
ggccgcgttg 
acgctcaagt 
tggaagctcc 
ctttctccct 
tagcgatttt 
ttcgtgtaga 
gcccacccgc 
acgggaatcc 
ggatggctga 
ttccagacga 
cctacctgct 
tccgcgagct 
ggctcaccga 
cgaagatcga 
gggcagagcc 
cacgtcccca 
gacgagcaag 
tgggctggcg 
gagacaccgc 
atgaggggcg 

ggggcaggct 

cgcctgattt 
gcggtattga 
tgaggggcag 
aggcagaaaa 
cttttaacct 
gtgcgcgtga 
ctaacgcggg 
caaaaatggc 
cgatcagccc 
tcagcgacca 



cagtgataaa gtgtcaagca 360 

ggacctgttg aacgaggtcg 420 

gggggttcag cagccggcgc 480 

actggccgaa gccatgctgg 540 

ctggcgctca tttctgatcg 600 

cgatggcgcg cgcatccatg 660 

cgcgcagctt cgcttcctct 720 

gatgacaatc agctacttca 780 

tgccggcgag cgcggcggca 840 

gatagacgcc ttcgacgaag 900 

tgtcgatgga ttggcgaaaa 960 

tgacgattga tcaggaccgc 1020 

acaacatccc ctcccccttt 108O 

ttcatgccct gccctagcgt 1140 

tggcgctctt ccgcttcctc 1200 

gcggtatcag ctcactcaaa 1260 

ggaaagaaca tgtgagcaaa 1320 

ctggcgtttt tccataggct 1380 

cagaggtggc gaaacccgac 1440 

ctcgtgcgct ctcctgttcc 1500 

tcgggaagcg tggcgctttt 1560 

ttcggtatat ccatcctttt 1620 

ctttccttgg tgtatccaac 1680 

gagcgggtgt tccttcttca 1740 

tgctctgcga ggctggccgg 1800 

tgaaaccaag ccaaccagga i860 

acgaagagcg attgaggaaa 1920 

ggccgtcggc cagggctaca 1980 

ggcccgcatc aatggcgacc 2040 

cgacccgcgc acggcgcggt 2100 

agagaagcag gacgagcttg 2 160 

atgacttttt tagccgctaa 2220 

tgcgctccat caagaagagc 2280 

gcaagaccga gcgcctttgc 2340 

gccgtctatg gccctgcaaa 2400 

ggccgccggc gttgtggata 2460 

gacgttgaca cttgaggggc 2520 

cgatttcggc cggcgacgtg 2580 

tacgcgagtt tcccacagat 2640 

cacttgaggg gcgcgactac 2700 

agtgctgaca gatgaggggc 2760 

tccagcattt gcaagggttt 2820 

gcttttaaac caatatttat 2880 

ccgcgcacgc cgaagggggg 2940 

cctcccatcc ccccaggggc 3000 

agcgctggca gtccttgcca 3060 

gagcgcgacg cccggaagca 3120 

ggtgccgggc agtgagggcg 3180 
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fircggcctggg tggcggcctg cccttcactt cggccgtcgg ggcattcacg gacttcatgg 
cggggccggc aatttttacc ttgggcattc ttggcatagt ggtcgcgggt gccgtgctcg 
tgttcggggg tgcgataaac ccagcgaacc atttgaggtg ataggtaaga ttataccgag 
gtatgaaaao gagaattgga cctttacaga attactctat gaagcgccat atttaaaaag 
ctaccaagac gaagaggatg aagaggatga ggaggcagat tgccttgaat atattgacaa 
tactgataag ataatatatc ttttatatag aagatatcgc ogtatgtaag gatttcaggg 
ggcaaggcat aggcagcgcg cttatcaata tatctataga atgggcaaag cataaaaact 
tgcatggact aatgcttgaa acccaggaca ataaccttat agcttgtaaa ttctatcata 
attgggtaat gactccaact tattgatagt gttttatgtt cagataatgc cogatgactt 
tgtcatgcag ctccaccgat tttgagaacg acagcgactt ocgtcccagc cgtgccaggt 
gctgcctcag attcaggtta tgccgctcaa ttcgctgcgt atatcgcttg ctgattacgt 
gcagctttcc cttcaggcgg gattcataca gcggccagcc atccgtcatc catatcacca 
cgtcaaaggg tgacagcagg ctcataagac gccccagcgt cgccatagtg cgttcaccga 
atacgtgcgc aacaaccgtc ttccggagac tgtcatacgc gtaaaacagc cagcgctggc 
gcgatttagc cccgacatag ccccactgtt cgtccatttc cgcgcagacg atgacgtcac 
tgcccggctg tatgcgcgag gttaccgact gcggcctgag ttttttaagt gacgtaaaat 
cgtgttgagg ccaacgccca taatgcgggc tgttgcccgg catccaacgo cattcatggc 
cca^? attttCtg9t ^accggg ttgagaagcg gtgtaagtga actgcagttg 
ccatgtttta cggcagtgag agcagagata gcgctgatgt ccggcggtgc ttttgccgtt 
acgoaccacc ccgtcagtag ctgaacagga gggacagctg atagacacag aagccactgg 
agcacctcaa aaacaccatc atacactaaa tcagtaagtt ggcagcatca cccataattg 
tggtttcaaa atcggctccg tcgatactat gttatacgcc aactttgaaa acaactttga 
aaaagctgtt ttctggtatt taaggtttta gaatgcaagg aacagtgaat tggagttcot 

tZtUT tta ! CttCtt g599tatCtt t-aatactgt agaaaagagg aaggaaata. 
taaatggcta aaatgagaat atcaccggaa ttgaaaaaac tgatcgaaaa ataccgctgc 

fTTTtl !" aag9aat ******* aaggtatata agctggtggg agaaaatgaa 
aacctatatt taaaaatgac ggacagccgg tataaaggga ccacctatga tgtggaacgg 
gaaaaggaca tgatgctatg gctggaagga aagotgcctg ttccaaaggt cctgcacttt 
gaacggcatg atggctggag caatctgctc atgagtgagg ccgatggcgt cctttgctcg 
gaagagtatg aagatgaaca aagccctgaa aagattatcg agctgtatgc ggagtgcatc 
aggctcttto actccatcga catatcggat tgtccctata cgaatagctt agacagccgc 
ttagccgaat tggattactt actgaataac gatctggccg atgtggattg cgaaaactgg 
gaagaagaca otccatttaa agatccgcgc gagctgtatg attttttaaa gacggaaaag 
cccgaagagg aacttgtctt ttcccacggc gacctgggag aoagcaacat ctttgtgaa! 
ZllllTt ! aa9t9?Ctt tatt ^ctt gggagaagcg gcagggcgga caagtggtat 
ITtttlT tCtgC9tC ° g gaggatatcg gggaagaaca gtatgtcgag 

ctattttttg acttactggg gatcaagcct gattgggaga aaataaaata ttatatttta 
ctggatgaat tgttttagta cctagatgtg gcgcaacgat gccggcgaca agoaggagcg 
caccgacttc ttccgcatca agtgttttgg ctctcaggcc gaggcccacg gcaagtattt 
gggcaagggg tcgctggtat tcgtgcaggg caagattcgg aataccaagt acgagaagga 
cggccagacg gtctacggga ccgacttcat tgccgataag gtggattatc tggacaccaa 
ggcaccaggo gggtcaaatc aggaataagg gcacattgco ccggcgtgag tcggggcaat 
cccgcaagga gggtgaatga atcggacgtt tgaccggaag gcatacaggc aagaactgat 
cgacgcgggg ttttccgccg aggatgccga aaccatcgca agccgcaccg tcatgcgtgc 
gccccgcgaa accttccagt ccgtcggctc gatggtccag caagctacgg ccaagatcga 
gcgcgacagc gtgcaaotgg ctccccctgc cctgcccgcg ccatcggccg ccgtggagcg 

llllZtT CtC9aaCagg tttggcgaag tcgatgacca tcgacacgcg 

aggaactatg acgaccaaga agcgaaaaac cgccggcgag gacctggcaa aacaggtcag 
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cgaggccaag 
ttccttgttc 
ccgctctgcc 
ggtcattttc 
cgacgatgac 
cgagccgatc 
ccggtattac 
cacgtccgac 
ggaccgtggc 
gtttgctggc 
ggcccgacgg 
aaccttccgc 
cggcgaagcc 
tgacctggtg 
agccagcgct 
tcagtatcgc 
ttgacaattg 
cgcgagatcc 
cacgaggaga 
ggcgcctaca 
aaggacgctc 
ggggtcgccg 
cgacagattc 
tcgctattct 
acggtaggcg 
ccgatacgat 
gtgttgacac 
gtttccatgg 
acctttaccg 
tttgatccgc 
ctgatcggag 
acagttgttt 
catcaggccg 

a srgggagttg 
cggctttatc 
cggttaagcg 
tttgatcaca 
tcatccgtgt 
gagcaaagtc 
gcctgtatcg 
tggcaggata 
gacgttttta 
tgcccttcac 
gcaggcgaaa 
agaatagccc 
gaacgtggac 
tgaaccatca 
ccctaaaggg 
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caggccgcgt 
gatattgcgc 
ctgttcacca 
cacgtcaaca 
gaactggtgt 
accttcacgt 
acgaaggccg 
cgcgttgggc 
aagaaaacgt 
gaccactaca 
atgttcgact 
ctcatgtgcg 
tgcgaagagt 
cattgcaaac 
ttactggcat 
tcgggacgca 
tgattaaggc 
gattgtcggc 
aaaagcccat 
tcgacggcga 
acaaggcgca 
gtatgctgct 
caacgggaat 
ggagcttgtt 
ctgtgcagcc 
tgatggcggt 
caaacgcagc 
cgttcggaac 
cctggcaact 
caatcccgat 

c gggtttaac 

ccttactggg 
acagtcggaa 
atatcgtcaa 
cagcgatttc 
agaaatgaat 
ggcagcaacg 
ttcaaacccg 
tgccgcctta 

a gtggtgatt 

tattgtggtg 
atgtactggg 
cgcctggccc 
atcctgtttg 
gagatagggt 
tccaacgtca 
cccaaatcaa 
agcccccgat 



tgctgaaaca 
cgtggccgga 
cgcgcaacaa 
aggacgtgaa 
ggcagcaggt 
tctacgagct 
aggaatgcct 
acctggaatc 
cccgttgcca 
cgaaattcat 
atttcagctc 
gatcggattc 
tgcgaggcag 
gctagggcct 
ttcaggaaca 
°ggcgcgctc 
tcagattcga 
cctgaagaaa 
ggaggcgttc 
gatcattggg 
tctgtccggc 
gcgggcgttg 
ctggtggatg 
gtttatttcg 
gctgatggtc 
cctgggggct 
gctagatcct 
cgtgctgacc 
ggcggccgga 
gcctacagga 
ctacttcctt 
ctttctcagc 
cttcgggtcc 
cgttcacttc 
ctattatgtc 
aagaaggctg 
ctctgtcatc 
gcagcttagt 
caacggctct 
ttgtgccgag 
taaacaaatt 
gtggtttttc 
tgagagagtt 
atggtggttc 
tgagtgttgt 
aa gggcgaaa 
gttttttggg 
ttagagcttg 



cacgaagcag 
cacgatgcga 
gaaaatcccg 
gatcacctac 
gttggagtac 
ttgccaggac 
gtcgcgccta 

ggtgtcgctg 

ggtcctgatc 
atgggagaag 
gcaccgggag 
cacccgcgtg 
cggcctggtg 
tgtggggtca 
a gcgggcact 

tacgaactgc 
cggcttggag 
gctccagaga 
gctgaacggt 
ctgtcggtct 
gttttcgtgg 
ccggcgggtt 
cgcatcttca 
gtctaccgcc 
gtgttcatct 
atttgcggaa 
gtcggcgtcg 
cgcaagtggc 
ggacttctgc 
accaatgttc 
tggttccggg 
cccagatctg 
ccgacctgta 
taaagaaata 
ggcatagttc 
ataattcgga 
gttacaatca 
tgccgttctt 
cccgctgacg 
ctgccggtcg 
gacgcttaga 
ttttcaccag 
gcagcaagcg 
cgaaatcggc 
tccagtttgg 
aaccgtctat 
gtcgaggtgc 
a ^ggggaaag 



cagatcaagg 
gcgatgccaa 



cgcgaggcgc 
accggcgtcg 
gcgaagcgca 
ctgggctggt 
ca ggcgacgg 
ctgcaccgct 
gacgaggaaa 
taccgcaagc 
ccgtacccgc 
aagaagtggc 
gaacacgcct 
gttccggctg 
gctcgacgca 
cgataaacag 
cggccgacgt 
tgttcgggtc 
tgcgagatgc 
tcaaacagga 
agcccgaaca 
tattgctcgt 
tcctcggcgc 
tgccgggcgg 
ctgccgctct 
ctgcgggcgt 
cagcgggcct 
aacctcccgt 
tcgttccagt 
tcggcctggc 
ggatctcgcg 
gggtcgatca 
ccattcggtg 
gcgccactca 
tcaagatcga 
tctctgcgag 
acatgctacc 
ccgaatagca 
ccgtcccgga 
gggagctgtt 
caacttaata 
tgagacgggc 
gtccacgctg 
aaaatccctt 



aacaagagtc 
cagggcgatg 
cgtaaagcac 
ccggcgaacg 



aaatgcagct 
acgacacggc 
tgcaaaacaa 
a gctgcgggc 
cccctatcgg 
cgatcaatgg 
cgatgggctt 
tccgcgtcct 
tcgtcgtgct 
tgtcgccgac 
tcaagctgga 
gcgagcaggt 
gggtcaatga 

ggggttcagc 

cttgcttcgc 
aggattaaaa 
gcaggatttc 
cgtttacgag 
c gtggcattc 
ggacggcccc 
gcgaggccga 
gatgatcgtc 
acttaatatt 
ggtcgcggcg 
gctaggtagc 
ggcgctgttg 
ggcgggggcg 
gcctctgctc 
agctttagtg 
gtggctcggc 
actcgaacct 
gccggggatg 
agcaatggat 
gcttcctcag 
cagcctgtca 
ggagatgata 
ctccgcgaga 
tcggtaacat 
ctgatgggct 
ggctggctgg 
acacattgcg 
aacagctgat 
gtttgcccca 
ataaatcaaa 
cactattaaa 
gcccactacg 
taaatcggaa 
tggcgagaaa 
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ggaagggaag 
gatcggtgcg 
gafctaagttg 
aattaattcc 
ggtattatag 
tcaataactg 
tgtgtaatac 
agcttgggtc 
tcgggagcgg 
tcagcaatat 
ccacagtcga 
tcgccatggg 
agttcggctg 
gcttccatcc 
gtagccggat 
gcaggagcaa 
tcccttcccg 
agccacgata 
ttgacaaaaa 
ccgattgtct 
cctgcgtgca 
tctggattga 
agtggagcat 
acgcgcaata 
tgagtggctc 
gtcatcggcg 
gcgccatcag 
cttaccagag 
gtctagctat 
ttcccttgtc 
actggctttc 
gcgtgaagct 
attgccacta 
tttgatttgc 
tttgccaaca 
aaatacatat 
attaaagtga 
ggatggcata 
tttgaggtgc 
taccacacac 
tggaaatgat 
aatgaagaaa 
ttttgcaata 
agccagccca 
tatgcgagac 
aaacctgagc 
atcacccgtt 
gtcgagcaaa 



aaagcgaaag 
ggcctcttcg 
ggtaacgcca 
catcttgaaa 
tccaagcaaa 
attatatcag 
ataaattgat 
ccgctcagaa 
cgataccgta 
cacgggtagc 
tgaatccaga 
tcacgacgag 
gcgcgagccc 
gagtacgtgc 
caagcgtatg 
ggtgagatga 
cttcagtgac 
gccgcgctgc 
gaaccgggcg 
gttgtgccca 
atccatcttg 
gagtgaatat 
ttttgacaag 
atggtttctg 
cttcaacgtt 
ggggtcataa 
atccttggcg 
ggcgccccag 
cgccatgtaa 
cagatagccc 
tacgtgttcc 
tgcatgcctg 
aacgtctaaa 
gataaatttt 
cttagcaatt 
actaatcaac 
gtgaatatgg 
tacaccaaac 
atgaacgtca 
aagttttgag 
ttgcatggaa 
actacaaatt 
ctttcattca 
ccgcggtggg 
gcctatgatc 
atgtgtagct 
actatcgtat 
tttacacatt 



gagcgggcgc 
ctattacgcc 
gggttttccc 
gaaatatagt 
aacataaatt 
ctggtacatt 
gatatagcta 
gaactcgtca 
aagcacgagg 
caacgctatg 
aaagcggcca 
atcctcgccg 
ctgatgctct 
tcgctcgatg 
cagccgccgc 
caggagatcc 
aacgtcgagc 
ctcgtcctgc 
cccctgcgct 
gtcatagccg 
ttcaatccaa 
gagactctaa 
aaatatttgc 
acgtatgtgc 
gcggttctgt 
cgtgactccc 
gcaagaaagc 
ctggcaattc 
gcccactgca 
agtagctgac 
gcttccttta 
caggtcgacg 
cccttgtaat 
tatatttggt 
tgcaagttga 
tggaaatgta 
taccacaagg 
attcaataat 
cgtggacaaa 
gtgcatgcat 
gccatgtgta 
tacatgcaac 
tacacactca 
cggccgcctg 
gcatgatatt 
cagatcctta 
ttttatgaat 
gccactaaac 



cattcaggct 
agctggcgaa 
agtcacgacg 
ttaaatattt 
tattgatgca 
gccgtagatg 
gcttagctca 
agaaggcgat 
aagcggtcag 
tcctgatagc 
ttttccacca 
tcgggcatgc 
tcgtccagat 
cgatgtttcg 
attgcatcag 
tgccccggca 
acagctgcgc 
agttcattca 
gacagccgga 
aatagcctct 
gctcccatgg 
ttggataccg 
tagctgatag 
ttagctcatt 
cagttccaaa 
ttaattctcc 
catccagttt 
cggttcgctt 
agctacctgc 
attcatccgg 
gcagcccttg 
gcgcgccgag 
ttgtttttgt 
actaaattta 
ttaattgatt 
aatatttgct 
tttggagatt 
tcttgaggat 
aggtttagta 
ggatgccctg 
aaaccatgac 
tagttatgca 
ctaagtttta 
cagtctagaa 
tgctttcaat 
ccgccggttt 
aatattctcc 
gtctaaaccc 



gcgcaactgt 
agggggatgt 
ttgtaaaacg 
attgataaaa 
agtttaaatt 
aaagactgag 

tc gggggatc 

agaaggcgat 
cccattcgcc 
ggtccgccac 
tgatattcgg 
gcgccttgag 
catcctgatc 
cttggtggtc 
ccatgatgga 
cttcgcccaa 
aaggaacgcc 
gggcaccgga 
acacggcggc 
ccacccaagc 
gccctcgact 
aggggaattt 
tgaccttagg 
aaactccaga 
cgtaaaacgg 
gctcatgatc 
actttgcagg 
gctgtccata 
tttctctttg 
ggtcagcacc 
cgccctgagt 
ctcctcgagc 
tttactatgt 
taacaccttt 
ctaaattatt 
aatatttcta 
taattgttgc 
aataatggta 
atttttcaag 
tggaaagttt 
atccacttgg 
tgtagtctat 
cacgattata 
ggcctcctgc 
tctgttgtgc 
cggttcattc 
gttcaattta 
ttgtaatttg 



tgggaagggc 
gctgcaaggc 
acggccagtg 
taacaagtca 
cagaaatatt 
tgcgatatta 
cgtcgaagct 
gcgctgcgaa 
gccaagctct 
acc cage egg 
caagcaggca 
cctggcgaac 
gacaagaccg 
gaatgggcag 
tactttctcg 
tagcagecag 
cgtcgtggcc 
caggteggtc 
atcagagcag 
ggccggagaa 
agagtcgaga 
atggaacgtc 
cgacttttga 
aacccgcggc 
cttgtcccgc 
ttgatcccct 
gcttcccaac 
aaaccgccca 
cgcttgcgtt 
gtttctgegg 
gettgeggea 
aaatttacac 
gtgttatgta 
tatgetaacg 
tttgtcttct 
ctataggaga 
aatgetgeat 
ccacacaaga 
acaacaatgt 
aaaaatattt 
aggatgeaat 
ataatgagga 
atttcttcat 
tttaatgaga 
acgttgtaaa 
taatgaatat 
ctgattgtcc 
tttttgtttt 



9000 
9060 
9120 
9180 
9240 
9300 
9360 
9420 
9480 
9540 
9600 
9660 
9720 
9780 
9840 
9900 
9960 
10020 
10080 
10140 
10200 
10260 
10320 
10380 
10440 
10500 
10560 
10620 
10680 
10740 
10800 
10860 
10920 
10980 
11040 
11100 
11160 
11220 
11280 
11340 
11400 
11460 
11520 
11580 
11640 
11700 
11760 
11820 



BASF Plant Science GmbH 



20011000 



PF 54409 DE 



actatgtgtg 
caccttttat 
aattattttt 
atttctacta 
ttgttgcaat 
aatggtacca 
tttcaagaca 
aaagfcttaaa 
cacttggagg 
agtctatata 
gattataatt 
ttaatgagat 
cgttgtaaaa 
aatgaatata 
tgattgtccg 
ttttgtttta 
aatttataac 
ttgattctaa 
tttgctaata 
gagatttaat 
gaggataata 
ttagtaattt 
gccctgtgga 
catgacatcc 
tatgcatgta 
gttttacacg 
tggcctgctt 
tgttgtgcac 
gttcattcta 
tcaatttact 
atcggctgag 
tcccgcgtca 
tgtcgtttcc 
cctaagagaa 
atccttcgtc 



ttatgtattt 
gctaacgttt 
gtcttctaaa 
taggagaatt 
gctgcatgga 
cacaagattt 
acaatgttac 
aatattttgg 
atgcaataat 
atgaggattt 
tcttcatagc 
atgcgagacg 
aacctgagca 
tcacccgtta 
tcgagcaaat 
ctatgtgtgt 
accttttatg 
attatttttg 
tttctactat 
tgttgcaatg 
atggtaccac 
ttcaagacaa 
aagtttaaaa 
acttggagga 
gtctatataa 
attataattt 
taatgagata 
gttgtaaaaa 
atgaatatat 
gattgtccgt 
tggctccttc 
tcggcggggg 
cgccttcagt 
aagagcgttt 
catttgtatg 



gatttgcgat 
gccaacactt 
tacatatact 
aaagtgagtg 
tggcatatac 
gaggtgcatg 
cacacacaag 
aaatgatttg 
gaagaaaact 
tgcaatactt 
cagcggatcc 
cctatgatcg 
tgtgtagctc 
ctatcgtatt 
ttacacattg 
tatgtatttg 
ctaacgtttg 
tcttctaaat 
a 9rgagaatta 
ctgcatggat 
acaagatttg 
caatgttacc 
atattttgga 
tgcaataatg 
tgaggatttt 
cttcatagcc 
tgcgagacgc 
acctgagcat 
cacccgttac 
cgacgagctc 
aacgttgcgg 
tcataacgtg 
ttaaactatc 
attagaataa 
tgcatgccaa 



118 

aaatttttat 
agcaatttgc 
aatcaactgg 
aatatggtac 
accaaacatt 
aacgtcacgt 
ttttgaggtg 
catggaagcc 
acaaatttac 
tcattcatac 
gatatcgggc 
catgatattt 
agatccttac 
tttatgaata 
ccactaaacg 
atttgcgata 
ccaacactta 
acatatacta 
aagtgagtga 
ggcatataca 
a Srgtgcatga 
acacacaagt 
aatgatttgc 
aagaaaacta 
gcaatacttt 
agcagatctg 
ctatgatcgc 
gtgtagctca 
tatcgtattt 
ggcgcgcctc 
ttctgtcagt 
actcccttaa 
agtgtttgac 
tcggatattt 
ccacagggtt 



atttggtact 
aagttgatta 
aaatgtaaat 
cacaaggttt 
caataattct 
ggacaaaagg 
catgcatgga 
atgtgtaaaa 
atgcaactag 
acactcacta 
ccgctagcgt 
gctttcaatt 
cgccggtttc 
atattctccg 
tctaaaccct 
aatttttata 
gcaatttgca 
atcaactgga 
atatggtacc 
ccaaacattc 
acgtcacgtg 
tttgaggtgc 
atggaagcca 
caaatttaca 
cattcataca 
ccggcatcga 
atgatatttg 
gatccttacc 
ttatgaataa 
tagaggatcg 
tccaaacgta 
ttctccgctc 
aggatatatt 
aaaagggcgt 
cccca 



aaatttataa 
attgattcta 
atttgctaat 
ggagatttaa 
tgaggataat 
tttagtaatt 
tgccctgtgg 
ccatgacatc 
ttatgcatgt 
agttttacac 
taaccctgct 
ctgttgtgca 
ggttcattct 
ttcaatttac 
tgtaatttgt 
tttggtacta 
agttgattaa 
aatgtaaata 
acaaggtttg 
aataattctt 
gacaaaaggt 
atgcatggat 
tgtgtaaaac 
tgcaactagt 
cactcactaa 
tcccgggcca 
ctttcaattc 
gccggtttcg 
tattctccgt 
atgaattcag 
aaacggcttg 
atgatcagat 

ggcgggtaaa 

gaaaaggttt 



11880 

11940 

12000 

12060 

12120 

12180 

12240 

12300 

12360 

12420 

12480 

12540 

12600 

12660 

12720 

12780 

12840 

12900 

12960 

13 020 

13080 

13140 

13200 

13260 

13320 

13380 

13440 

13500 

13560 

13620 

13680 

13 740 

13800 

13860 

13905 



<210> 69 



<211> 1443 

<212> DNA 

<213> Phaeodactylum tricornutum 
<220> 

<221> CDS 

<222> (9).. (1442) 

<223 > Delta- 6 -Desaturase 



<400> 



69 
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242 



290 



gatctaaa atg ggc aaa gga ggg gac get egg gec teg aag ggc tea acg 50 
Met Gly Lys Gly Gly Asp Ala Arg Ala Ser Lys Gly Ser Thr 
1 5 10 

gcg get cgc aag ate agt tgg cag gaa gtc aag ace cac gcg tct ccg 98 
Ala Ala Arg Lys He Ser Trp Gin Glu Val Lys Thr His Ala Ser Pro 
15 2 0 25 30 

gag gac gec tgg ate att cac tec aat aag gtc tac gac gtg tec aac 146 
Glu Asp Ala Trp He He His Ser Asn Lys Val Tyr Asp Val Ser Asn 

35 40 45 

tgg cac gaa cat ccc gga ggc gee gtc att ttc acg cac gec ggt gac 194 
Trp His Glu His Pro Gly Gly Ala Val He Phe Thr His Ala Gly Asp 

50 55 60 

gac atg acg gac att ttc get gec ttt cac gca ccc gga teg cag teg 
Asp Met Thr Asp He Phe Ala Ala Phe His Ala Pro Gly Ser Gin Ser 

65 70 75 

etc atg aag aag ttc tac att ggc gaa ttg etc ccg gaa ace ace ggc 
Leu Met Lys Lys Phe Tyr He Gly Glu Leu Leu Pro Glu Thr Thr Gly 

80 85 90 

aag gag ccg cag caa ate gee ttt gaa aag ggc tac cgc gat ctg cgc 338 
Lys Glu Pro Gin Gin He Ala Phe Glu Lys Gly Tyr Arg Asp Leu Arg 
95 100 105 no 

tec aaa etc ate atg atg ggc atg ttc aag tec aac aag tgg ttc tac 
Ser Lys Leu He Met Met Gly Met Phe Lys Ser Asn Lys Trp Phe Tyr 

115 120 125 

gtc tac aag tgc etc age aac atg gee att tgg gee gee gee tgt get 
Val Tyr Lys Cys Leu Ser Asn Met Ala He Trp Ala Ala Ala Cys Ala 

130 135 140 

etc gtc ttt tac teg gac cgc ttc tgg gta cac ctg gee age gec gtc 
Leu Val Phe Tyr Ser Asp Arg Phe Trp Val His Leu Ala Ser Ala Val 

145 150 155 

atg ctg gga aca ttc ttt cag cag teg gga tgg ttg gca cac gac ttt 530 
Met Leu Gly Thr Phe Phe Gin Gin Ser Gly Trp Leu Ala His Asp Phe 
1^0 165 17Q 

ctg cac cac cag gtc ttc ace aag cgc aag cac ggg gat etc gga gga 578 

Leu His His Gin Val Phe Thr Lys Arg Lys His Gly Asp Leu Gly Gly 

175 180 las 190 

etc ttt tgg ggg aac etc atg cag ggt tac tec gta cag tgg tgg aaa 626 

Leu Phe Trp Gly Asn Leu Met Gin Gly Tyr Ser Val Gin Trp Trp Lys 

195 200 2 05 

aac aag cac aac gga cac cac gec gtc ccc aac etc cac tgc tec tec 674 
Asn Lys His Asn Gly His His Ala Val Pro Asn Leu His Cys Ser Ser 

210 215 220 

gca gtc gcg caa gat ggg gac ccg gac ate gat acc atg ccc ctt etc 
Ala Val Ala Gin Asp Gly Asp Pro Asp He Asp Thr Met Pro Leu Leu 

225 230 235 

gee tgg tec gtc cag caa gec cag tct tac egg gaa etc caa gee gac 770 
Ala Trp Ser Val Gin Gin Ala Gin Ser Tyr Arg Glu Leu Gin Ala Asp 



386 



434 



482 



722 
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240 245 250 

gga aag gat teg ggt ttg gtc aag ttc atg ate cgt aac caa tec tac 
Gly Lys Asp Ser Gly Leu Val Lys Phe Met He Arg Asn Gin Ser Tyr 
255 260 265 270 

T T T CCC atC tt9 ttg ctc gcc cgc ctg tc * *g "9 -c gag 
Phe Tyr Phe Pro He Leu Leu Leu Ala Arg Leu Ser Trp Leu Asn Glu 

275 280 285 

tee ttc aag tge gee ttt ggg ctt gga get geg teg gag aac get get 
Ser Phe Lys Cys Ala Phe Gly Leu Gly Ala Ala Ser Glu Asn Ala Ala 



290 295 



300 



etc gaa ete aag gee aag ggt ett eag tac eee ett ttg gaa aag get 
Leu Glu Leu Lys Ala Lys Gly Leu Gin Tyr Pro Leu Leu Glu Ly! Ala 

305 310 315 

gge ate etg etg eae tae get tgg atg ett aea gtt teg tee gge ttt 
Gly He Leu Leu His Tyr Ala Trp Met Leu Thr Val Ser Ser Gly Phe 



325 



330 



gga ege tte teg ttc geg tae aec gca ttt tac ttt eta aec geg ace 
Gly Arg Phe Ser Phe Ala Tyr Thr Ala Phe Tyr Phe Leu Thr Ala Thr 
* 340 345 350 

geg tee tgt gga ttc ttg ete gee att gte ttt gge ete gge eae aac 
Ala Ser Cys Gly Phe Leu Leu Ala He Val Phe Gly Leu Gly His Asn 

355 360 365 

gge atg gee aee tac aat gee gae gee cgt ecg gac ttc tgg aag ete 
Gly Met Ala Thr Tyr Asn Ala Asp Ala Arg Pro Asp Phe Trp Lys Leu 
370 375 380 

Gin T ^ ^ aC9 ggC gga ttc ccc caa 

Gin Val Thr Thr Thr Arg Asn Val Thr Gly Gly His Gly Phe Pro Gin 

385 390 395 

gee ttt gte gac tgg ttc tgt ggt gge ctc cag tac caa gtc gac eae 

Ala Phe Val Asp Trp Phe Cys Gly Gly Leu Gin Tyr Gin Val Asp His 

400 405 4l0 

cac tta tte ece age etg ecc cga cac aat etg gcc aag aca eae gca 

Hxs Leu Phe Pro Ser Leu Pro Arg His Asn Leu Ala Lys Thr His Ala 



415 

430 



4 20 425 



Zl f ? T " C t9 ° ^ ^ t9g ggt gtC Cag tac ca <= *aa gee 
Leu Val Glu Ser Phe Cys Lys Glu Trp Gly Val Gin Tyr His Glu Ala 



435 440 



445 

gac ctt gtg gac ggg acc atg gaa gtc ttg cac cat ttg g gc age gtg 
Asp Leu Val Asp Gly Thr Met Glu Val Leu His His Leu Gly Ser Val 
450 «5 460 

T T T ** ^ fctt CgC gat *3* CCC ^g taa a 

Ala Gly Glu Phe Val Val Asp Phe Val Arg Asp Gly Pro Ala Met 

475 



465 470 



818 



866 



914 



962 



1010 



1058 



1106 



1154 



1202 



1250 



1298 



1346 



1394 



1443 



<210> 70 



<211> 477 
<212> PRT 
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<213> Phaeodactylum tricorautum 
<400> 70 

Met Gly Lys Gly Gly Asp Ala Arg Ala Ser Lys Gly Ser Thr Ala Ala 

15 10 15 

Arg Lys lie Ser Trp Gin Glu Val Lys Thr His Ala Ser Pro Glu Asp 

20 25 30 

Ala Trp lie lie His Ser Asn Lys Val Tyr Asp Val Ser Asn Trp His 

35 40 45 

Glu His Pro Gly Gly Ala Val lie Phe Thr His Ala Gly Asp Asp Met 

50 55 60 

Thr Asp lie Phe Ala Ala Phe His Ala Pro Gly Ser Gin Ser Leu Met 
65 70 75 80 

Lys Lys Phe Tyr lie Gly Glu Leu Leu Pro Glu Thr Thr Gly Lys Glu 

85 90 95 

Pro Gin Gin lie Ala Phe Glu Lys Gly Tyr Arg Asp Leu Arg Ser Lys 

100 105 110 

Leu lie Met Met Gly Met Phe Lys Ser Asn Lys Trp Phe Tyr Val Tyr 

115 120 125 

Lys Cys Leu Ser Asn Met Ala lie Trp Ala Ala Ala Cys Ala Leu Val 

130 135 140 

Phe Tyr Ser Asp Arg Phe Trp Val His Leu Ala Ser Ala Val Met Leu 
145 150 155 160 

Gly Thr Phe Phe Gin Gin Ser Gly Trp Leu Ala His Asp Phe Leu His 

165 170 175 

His Gin Val Phe Thr Lys Arg Lys His Gly Asp Leu Gly Gly Leu Phe 

180 185 190 

Trp Gly Asn Leu Met Gin Gly Tyr Ser Val Gin Trp Trp Lys Asn Lys 

195 200 205 

His Asn Gly His His Ala Val Pro Asn Leu His Cys Ser Ser Ala Val 

210 215 220 

Ala Gin Asp Gly Asp Pro Asp lie Asp Thr Met Pro Leu Leu Ala Trp 
225 230 235 240 

Ser Val Gin Gin Ala Gin Ser Tyr Arg Glu Leu Gin Ala Asp Gly Lys 

245 250 255 

Asp Ser Gly Leu Val Lys Phe Met lie Arg Asn Gin Ser Tyr Phe Tyr 

260 265 270 

Phe Pro He Leu Leu Leu Ala Arg Leu Ser Trp Leu Asn Glu Ser Phe 

275 280 285 

Lys Cys Ala Phe Gly Leu Gly Ala Ala Ser Glu Asn Ala Ala Leu Glu 

290 295 300 

Leu Lys Ala Lys Gly Leu Gin Tyr Pro Leu Leu Glu Lys Ala Gly He 
305 310 315 320 

Leu Leu His Tyr Ala Trp Met Leu Thr Val Ser Ser Gly Phe Gly Arg 

325 330 335 

Phe Ser Phe Ala Tyr Thr Ala Phe Tyr Phe Leu Thr Ala Thr Ala Ser 
340 345 350 
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Cys Gly Phe Leu Leu Ala lie Val Phe Gly Leu Gly His Asn Gly Met 

355 360 365 

Ala Thr Tyr Asn Ala Asp Ala Arg Pro Asp Phe Trp Lys Leu Gin Val 

370 375 380 

Thr Thr Thr Arg Asn Val Thr Gly Gly His Gly Phe Pro Gin Ala Phe 
385 390 395 400 

Val Asp Trp Phe Cys Gly Gly Leu Gin Tyr Gin Val Asp His His Leu 

405 410 415 

Phe Pro Ser Leu Pro Arg. His Asn Leu Ala Lys Thr His Ala Leu Val 

420 425 430 

Glu Ser Phe Cys Lys Glu Trp Gly Val Gin Tyr His Glu Ala Asp Leu 

435 440 445 

Val Asp Gly Thr Met Glu Val Leu His His Leu Gly Ser Val Ala Gly 

450 455 4so 

Glu Phe Val Val Asp Phe Val Arg Asp Gly Pro Ala Met 
465 470 475 

<210> 71 



<211> 17061 
<212> DNA 

<213> Phaeodactylum tricornutum, 
elegans 



Physcomitrella patens, Caenorhabditis 



<220> 

<221> CDS 

<222> (4554) . . (5987) 

<223> Phaeodactylum tricornutum Delta-6-Desaturase 



<220> 

<221> CDS 

<222> (2805) . . (3653) 

<223> Caenorhabditis elegans LPLAT 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1026) . . (1898) 

<223> Physcomitrella patens Delta-6-Elongase 

<400> 71 



60 



tggggaaccc tgtggttggc atgcacatac aaatggacga aggataaacc ttttcacgcc 
cttttaaata tccgattatt ctaataaacg ctcttttctc ttaggtttac ccgccaatat 120 
atcctgtcaa acactgatag tttaaactga aggcgggaaa cgacaatctg atcatgagcg 180 
gagaattaag ggagtcacgt tatgaccccc gccgatgacg cgggacaagc cgttttacgt 24 0 
ttggaactga cagaaccgca acgttgaagg agccactcag ccgatctgaa ttcatcgatc 



300 



ctctagaggc gcgccgagct cctcgagcaa atttacacat tgccactaaa cgtctaaacc 360 
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cttgtaattt gtttttgttt tactatgtgt gttatgtatt tgatttgcga taaattttta 420 
tatttggtac taaatttata acacctttta tgctaacgtt tgccaacact tagcaatttg 480 
caagttgatt aattgattct aaattatttt tgtcttctaa atacatatac taatcaactg 540 
gaaatgtaaa tatttgctaa tatttctact ataggagaat taaagtgagt gaatatggta 600 
ccacaaggtt tggagattta attgttgcaa tgctgcatgg atggcatata caccaaacat 660 
tcaataattc ttgaggataa taatggtacc acacaagatt tgaggtgcat gaacgtcacg 720 
tggacaaaag gtttagtaat ttttcaagac aacaatgtta ccacacacaa gttttgaggt 780 
gcatgcatgg atgccctgtg gaaagtttaa aaatattttg gaaatgattt gcatggaagc 840 
catgtgtaaa accatgacat ccacttggag gatgcaataa tgaagaaaac tacaaattta 900 
catgcaacta.gttatgcatg tagtctatat aatgaggatt ttgcaatact ttcattcata 960 
cacactcact aagttttaca cgattataat ttcttcatag ccagcccacc gcggtgggcg 1020 
gccgc atg gag gtc gtg gag aga ttc tac ggt gag ttg gat ggg aag gtc 1070 
Met Glu Val Val Glu Arg Phe Tyr Gly Glu Leu Asp Gly Lys Val 
1 5 io 15 

teg cag ggc gtg aat gca ttg ctg ggt agt ttt ggg gtg gag ttg acg ins 
Ser Gin Gly Val Asn Ala Leu Leu Gly Ser Phe Gly Val Glu Leu Thr 

20 25 30 

gat acg ccc act acc aaa ggc ttg ccc etc gtt gac agt ccc aca ccc 
Asp Thr Pro Thr Thr Lys Gly Leu Pro Leu Val Asp Ser Pro Thr Pro 

35 40 45 

ate gtc etc ggt gtt tct gta tac ttg act att gtc att gga ggg ctt 1214 
lie Val Leu Gly Val Ser Val Tyr Leu Thr lie Val He Gly Gly Leu 

50 55 SO 

ttg tgg ata aag gee agg gat ctg aaa ccg cgc gee teg gag cca ttt 
Leu Trp He Lys Ala Arg Asp Leu Lys Pro Arg Ala Ser Glu Pro Phe 

65 70 75 

ttg etc caa get ttg gtg ctt gtg cac aac ctg ttc tgt ttt gcg etc 13 io 

Leu Leu Girt Ala Leu Val Leu Val His Asn Leu Phe Cys Phe Ala Leu 
80 85 90 " 95 

agt ctg tat atg tgc gtg ggc ate get tat cag get att acc tgg egg 1358 
Ser Leu Tyr Met Cys Val Gly He Ala Tyr Gin Ala He Thr Trp Arg 

100 105 no 

tac tct etc tgg ggc aat gca tac aat cct aaa cat aaa gag atg gcg 1406 
Tyr Ser Leu Trp Gly Asn Ala Tyr Asn Pro Lys His Lys Glu Met Ala 

115 120 125 

att ctg gta tac ttg ttc tac atg tct aag tac gtg gaa ttc atg gat 1454 
He Leu Val Tyr Leu Phe Tyr Met Ser Lys Tyr Val Glu Phe Met Asp 

130 135 140 

acc gtt ate atg ata ctg aag cgc age acc agg caa ata age ttc etc 
Thr Val He Met He Leu Lys Arg Ser Thr Arg Gin He Ser Phe Leu 

145 150 155 

cac gtt tat cat cat tct tea att tec etc att tgg tgg get att get 
His Val Tyr His His Ser Ser He Ser Leu He Trp Trp Ala He Ala 
160 165 170 175 

cat cac get cct ggc ggt gaa gca tat tgg tct gcg get ctg aac tea 
His His Ala Pro Gly Gly Glu Ala Tyr Trp Ser Ala Ala Leu Asn Ser 

180 185 190 

gga gtg cat gtt etc atg tat gcg tat tac ttc ttg get gee tgc ctt 1646 



1262 



1502 



1550 



1598 
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Gly Val His Val Leu Met Tyr Ala Tyr Tyr Phe Leu Ala Ala Cys Leu 

195 200 205 

cga agt age cca aag tta aaa aat aag tac ctt ttt tgg ggc agg tac i 694 
Arg ser Ser Pro Lys Leu Lys Asn Lys Tyr Leu Phe Trp Gly Arg Tyr 

210 215 220 

ttg aca caa ttc caa atg ttc cag ttt atg ctg aao tta gtg cag get i 742 
Leu Thr Gin Phe Gin Met Phe Gin Phe Met Leu Asn Leu Val Gin Ala 

225 230 235 

tac tae gac atg aaa acg aat geg cea tat cca caa tgg ctg ate aag 1790 
Tyr Tyr Asp Met Lys Thr Asn Ala Pro Tyr Pro Gin Trp Leu He Lys 
40 245 250 255 

III 2 T T ^ ^ ^ ttfc Ctt ttC aat ttt 1838 

He Leu Phe Tyr Tyr Met He Ser Leu Leu Phe Leu Phe Gly Asn Phe 

260 265 270 

tac gta caa aaa tae ate aaa ccc tct gac gga aag caa aag gga get i 88 6 
Tyr val Gin Lys Tyr He Lys Pro Ser Asp Gly Lys Gin Lys lly Ala 

275 28 0 285 

lyl Ttr Glu tCtagaa9g ° ctcct * c «t aatgagatat gegagacgec 



290 



tatgategca tgatatttge tttcaattct gttgtgcacg ttgtaaaaaa cctgagcatg 
tgtagetcag atccttaecg ecggtttegg ttcattetaa tgaatatatc accegttact 
ategtatttt tatgaataat attctcegtt caatttactg attgtecgtc gagcaaattt 
acacattgcc aetaaaegtc taaacccttg taatttgttt ttgttttaet atgtgtgtta 
tgtatttgat ttgcgataaa tttttatatt tggtactaaa tttataacae ettttatget 
aacgtttgcc aacacttagc aatttgeaag ttgattaatt gattctaaat tatttttgtc 
ttctaaatae atatactaat eaaetggaaa tgtaaatatt tgetaatatt tctaetatag 
gagaattaaa gtgagtgaat atggtaceac aaggtttgga gatttaattg ttgeaatget 
gcatggatgg eatatacacc aaacattcaa taattcttga ggataataat ggtaceaeac 
aagatttgag. gtgeatgaac gtcacgtgga caaaaggttt agtaattttt caagacaaea 
atgttaecae acacaagttt tgaggtgcat gcatggatgc cctgtggaaa gtttaaaaat 
attttggaaa tgatttgeat ggaageeatg tgtaaaacea tgacatceac ttggaggatg 
eaataatgaa gaaaactaca aatttacatg caactagtta tgcatgtagt ctatataatg 
aggattttge aatactttea tteatacaca ctcactaagt tttaeacgat tataatttct 
tcatagceag eggateegce cacata atg gag aae ttc tgg tct att gtt gtg 

Met Glu Asn Phe Trp Ser He Val Val 



295 



IT IT Ct ° tCa att Ct ° ttC att tta tat aac ata to * aca gta 

Phe Phe Leu Leu Ser He Leu Phe He Leu Tyr Asn He ser Thr Val 



300 305 310 



. 315 

tgc cac tac tat atg egg att teg ttt tat tac ttc aca att tta ttg 
Cys His Tyr Tyr Met Arg He Ser Phe Tyr Tyr Phe Thr He Leu Leu 



320 3 25 



330 



cat gga atg gaa gtt tgt gtt aca atg ate cct tct tgg eta aat ggg 
His Gly Met Glu Val Cys Val Thr Met He Pro Ser Trp Leu Asn Gly 



335 340 



345 



aag ggt get gat tae gtg ttt cac teg ttt ttc tat tgg tgt aaa tgg 
Lys Gly Ala Asp Tyr Val Phe His Ser Phe Phe Tyr Trp Cys Lys Trp 



1998 

2058 

2118 

2178 

2238 

2298 

2358 

2418 

2478 

2538 

2598 

2658 

2718 

2778 

2831 



2879 



2927 



2975 



3023 
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350 355 360 

act ggt gtt cat aca aca gtc tat gga tat gaa aaa aca caa gtt gaa 3071 
Thr Gly Val His Thr Thr Val Tyr Gly Tyr Glu Lys Thr Gin Val Glu 

365 370 375 

ggt ccg get gta gtt att tgt aat cat cag agt tct etc gac att eta 3119 
Gly Pro Ala Val Val lie Cys Asn His Gin Ser Ser Leu Asp lie Leu 
380 385 390 395 

teg atg gca tea ate tgg ccg aag aat tgt gtt gta atg atg aaa cga 3167 
Ser Met Ala Ser lie Trp Pro Lys Asn Cys Val Val Met Met Lys Arg 

400 405 410 

att ctt gee tat gtt cca ttc ttc aat etc gga gee tac ttt tec aac 3215 
lie Leu Ala Tyr Val Pro Phe Phe Asn Leu Gly Ala Tyr Phe Ser Asn 

415 420 425 

aca ate ttc ate gat cga tat aac cgt gaa cgt gcg atg get tea gtt 3263 
Thr lie Phe lie Asp Arg Tyr Asn Arg Glu Arg Ala Met Ala Ser Val 

430 435 440 

gat tat tgt gca tct gaa atg aag aac aga aat ctt aaa ctt tgg gta 3311 
Asp Tyr Cys Ala Ser Glu Met Lys Asn Arg Asn Leu Lys Leu Trp Val 

445 450 455 

ttt ccg gaa gga aca aga aat cgt gaa gga ggg ttc att cca ttc aag 3359 
Phe Pro Glu Gly Thr Arg Asn Arg Glu Gly Gly Phe lie Pro Phe Lys 
460 465 470 475 

aaa gga gca ttc aat att gca gtt cgt gcg cag att ccc att att cca 3407 
Lys Gly Ala Phe Asn lie Ala Val Arg Ala Gin He Pro He He Pro 

480 485 490 

gtt gta ttc tea gac tat egg gat ttc tac tea aag cca ggc cga tat 3455 
Val Val Phe Ser Asp Tyr Arg Asp Phe Tyr Ser Lys Pro Gly Arg Tyr 

495 500 505 

ttc aag aat gat gga gaa gtt gtt att cga gtt ctg gat gcg att cca 3503 
Phe Lys Asn Asp Gly Glu Val Val He Arg Val Leu Asp Ala He Pro 

510 515 520 

aca aaa ggg etc act ctt gat gac gtc age gag ttg tct gat atg tgt 3551 
Thr Lys Gly Leu Thr Leu Asp Asp Val Ser Glu Leu Ser Asp Met Cys 

525 530 535 

egg gac gtt atg ttg gca gee tat aag gaa gtt act eta gaa get cag 3599 
Arg Asp Val Met Leu Ala Ala Tyr Lys Glu Val Thr Leu Glu Ala Gin 
540 545 550 555 

caa cga aat gcg aca egg cgt gga gaa aca aaa gac ggg aag aaa tct 3647 
Gin Arg Asn Ala Thr Arg Arg Gly Glu Thr Lys Asp Gly Lys Lys Ser 

560 565 570 

gag taa getagegtta accctgcttt aatgagatat gcgagacgcc tatgatcgea 3703 
Glu 



tgatatttgc tttcaattct gttgtgcacg ttgtaaaaaa cctgagcatg tgtagctcag 3763 

atccttaccg ccggtttcgg ttcattctaa tgaatatatc acccgttact ategtatttt 3 823 

tatgaataat attctcegtt caatttactg attgtccgtc gagcaaattt acacattgcc 3883 

actaaaegtc taaacccttg taatttgttt ttgttttact atgtgtgtta tgtatttgat 3943 

ttgcgataaa tttttatatt tggtactaaa tttataacac ettttatget aacgtttgcc 4003 
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aacacttagc aatttgcaag ttgattaatt gattctaaat tatttttgtc ttctaaatac 4063 
atatactaat caactggaaa tgtaaatatt tgctaatatt tctactatag gagaattaaa 4123 
gtgagtgaat atggtaccac aaggtttgga gatttaattg ttgcaatgct gcatggatgg 4183 
catatacacc aaacattcaa taattcttga ggataataat ggtaccacac aagatttgag 4243 
gtgcatgaac gtcacgtgga caaaaggttt agtaattttt caagacaaca atgttaccac 4303 
acacaagttt tgaggtgcat gcatggatgc cctgtggaaa gtttaaaaat attttggaaa 4363 
tgatttgcat ggaagccatg tgtaaaacca tgacatccac ttggaggatg caataatgaa 4423 
gaaaactaca aatttacatg caactagtta tgcatgtagt ctatataatg aggattttgc 4483 
aatactttca ttcatacaca ctcactaagt tttacacgat tataatttct tcatagccag 4543 
cagatctaaa atg ggc aaa gga ggg gac get egg gee teg aag ggc tea 4592 
Met Gly Lys Gly Gly Asp Ala Arg Ala Ser Lys Gly Ser 
575 580 585 

acg gcg get cgc aag ate agt tgg cag gaa gtc aag ace cac gcg tct 4640 
Thr Ala Ala Arg Lys lie Ser Trp Gin Glu Val Lys Thr His Ala Ser 

590 595 600 

ccg gag gac gec tgg ate att cac tec aat aag gtc tac gac gtg tec 4688 
Pro Glu Asp Ala Trp lie lie His Ser Asn Lys Val Tyr Asp Val Ser 

605 610 615 

aac tgg cac gaa cat ccc gga ggc gee gtc att ttc acg cac gec ggt 4736 
Asn Trp His Glu His Pro Gly Gly Ala Val lie Phe Thr His Ala Gly 

620 625 630 

gac gac atg acg gac att ttc get gec ttt cac gca ccc gga teg cag 4784 
Asp Asp Met Thr Asp lie Phe Ala Ala Phe His Ala Pro Gly Ser Gin 

635 640 645 

teg etc atg aag aag ttc tac att ggc gaa ttg etc ccg gaa ace acc 4832 
Ser Leu Met Lys Lys Phe Tyr He Gly Glu Leu Leu Pro Glu Thr Thr 
650 655 660 665 

ggc aag gag ccg cag caa ate gee ttt gaa aag ggc tac cgc gat ctg 4880 
Gly Lys Glu Pro Gin Gin He Ala Phe Glu Lys Gly Tyr Arg Asp Leu 

670 675 680 

cgc tec aaa etc ate atg atg ggc atg ttc aag tec aac aag tgg ttc 4 928 

Arg Ser Lys Leu He Met Met Gly Met Phe Lys Ser Asn Lys Trp Phe 

685 690 695 

tac gtc tac aag tgc etc age aac atg gec att tgg gee gee gee tgt 4976 
Tyr Val Tyr Lys Cys Leu Ser Asn Met Ala He Trp Ala Ala Ala Cys 

700 705 710 

get etc gtc ttt tac teg gac cgc ttc tgg gta cac ctg gee age gec 5024 
Ala Leu Val Phe Tyr Ser Asp Arg Phe Trp Val His Leu Ala Ser Ala 

715 720 725 

gtc atg ctg gga aca ttc ttt cag cag teg gga tgg ttg gca cac gac 5072 
Val Met Leu Gly Thr Phe Phe Gin Gin Ser Gly Trp Leu Ala His Asp 
730 735 740 745 

ttt ctg cac cac cag gtc ttc acc aag cgc aag cac ggg gat etc gga 5120 
Phe Leu His His Gin Val Phe Thr Lys Arg Lys His Gly Asp Leu Gly 

750 755 760 

gga etc ttt tgg ggg aac etc atg cag ggt tac tec gta cag tgg tgg 5168 
Gly Leu Phe Trp Gly Asn Leu Met Gin Gly Tyr Ser Val Gin Trp Trp 

765 770 775 
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aaa aac aag cac aac gga cac cac gcc gtc ccc aac etc cac tgc tec 5216 
Lys Asn Lys His Asn Gly His His Ala Val Pro Asn Leu His Cys Ser 

780 785 790 

tec gca gtc gcg caa gat ggg gac ccg gac ate gat ace atg ccc ctt 5264 
Ser Ala Val Ala Gin Asp Gly Asp Pro Asp lie Asp Thr Met Pro Leu 

795 800 805 

etc gcc tgg tec gtc cag caa gcc cag tct tac egg gaa etc caa gcc 5312 
Leu Ala Trp Ser Val Gin Gin Ala Gin Ser Tyr Arg Glu Leu Gin Ala 
810 815 820 825 

gac gga aag gat teg ggt ttg. gtc aag ttc atg ate cgt aac caa tec 5360 
Asp Gly Lys Asp Ser Gly Leu Val Lys Phe Met lie Arg Asn Gin Ser 

830 835 840 

tac ttt tac ttt ccc ate ttg ttg etc gcc cgc ctg teg tgg ttg aac 5408 
Tyr Phe Tyr Phe Pro lie Leu Leu Leu Ala Arg Leu Ser Trp Leu Asn 

845 850 855 

gag tec ttc aag tgc gcc ttt ggg ctt gga get gcg teg gag aac get 5456 
Glu Ser Phe Lys Cys Ala Phe Gly Leu Gly Ala Ala Ser Glu Asn Ala 

860 865 870 

get etc gaa etc aag gcc aag ggt ctt cag tac ccc ctt ttg gaa aag 5504 
Ala Leu Glu Leu Lys Ala Lys Gly Leu Gin Tyr Pro Leu Leu Glu Lys 

875 880 885 

get ggc ate ctg ctg cac tac get tgg atg ctt aca gtt teg tec ggc 5552 
Ala Gly He Leu Leu His Tyr Ala Trp Met Leu Thr Val Ser Ser Gly 
890 895 900 905 

ttt gga cgc ttc teg ttc gcg tac ace gca ttt tac ttt eta acc gcg 5600 
Phe Gly Arg Phe Ser Phe Ala Tyr Thr Ala Phe Tyr Phe Leu Thr Ala 

910 915 920 

acc gcg tec tgt gga ttc ttg etc gcc att gtc ttt ggc etc ggc cac 5648 
Thr Ala Ser Cys Gly Phe Leu Leu Ala He Val Phe Gly Leu Gly His 

925 930 935 

aac ggc atg gcc acc tac aat gcc gac gcc cgt ccg gac ttc tgg aag 5696 
Asn Gly Met Ala Thr Tyr Asn Ala Asp Ala Arg Pro Asp Phe Trp Lys 

940 945 950 

etc caa gtc acc acg act cgc aac gtc acg ggc gga cac ggt ttc ccc 5744 
Leu Gin Val Thr Thr Thr Arg Asn Val Thr Gly Gly His Gly Phe Pro 

955 960 965 

caa gcc ttt gtc gac tgg ttc tgt ggt ggc etc cag tac caa gtc gac 5792 
Gin Ala Phe Val Asp Trp Phe Cys Gly Gly Leu Gin Tyr Gin Val Asp 
970 975 980 985 

cac cac tta ttc ccc age ctg ccc cga cac aat ctg gcc aag aca cac 5840 
His His Leu Phe Pro Ser Leu Pro Arg His Asn Leu Ala Lys Thr His 

990 995 1000 

gca ctg gtc gaa teg ttc tgc aag gag tgg ggt gtc cag tac cac 5885 
Ala Leu Val Glu Ser Phe Cys Lys Glu Trp Gly Val Gin Tyr His 

1005 1010 1015 

gaa gcc gac ctt gtg gac ggg acc atg gaa gtc ttg cac cat ttg 593 0 

Glu Ala Asp Leu Val Asp Gly Thr Met Glu Val Leu His His Leu 
1020 1025 1030 
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ggc age gtg gcc ggc gaa ttc gtc gtg gat ttt gta cgc gat gga 5975 
Gly Ser Val Ala Gly Glu f>he Val Val Asp Phe Val Arg Asp Gly 

1035 1040 1045 

ccc gcc atg taa agatctgccg gcatcgatcc cgggccatgg cctgctttaa 6027 
Pro Ala Met 

tgagatatgc gagacgecta tgatcgcatg atatttgett tcaattctgt tgtgcacgtt 6087 

gtaaaaaacc tgagcatgtg tagctcagat ccttaccgcc ggtttcggtt cattctaatg 6147 

aatatatcac ccgttactat cgtattttta tgaataatat tctccgttca atttactgat 6207 

tgtcegtega cgagctcggc gcgccgtcga cctgcaggca tgeaagctte acgctgccgc 6267 

aagcactcag ggcgcaaggg ctgetaaagg aageggaaca egtagaaage cagtccgcag 6327 

aaacggtgct gaccccggat gaatgtcagc tactgggcta tctggacaag ggaaaacgea 6387 

agegcaaaga gaaagcaggt agettgeagt gggcttacat ggegataget agactgggcg 6447 

gttttatgga cagcaagega aceggaattg ccagctgggg cgccctctgg taaggttggg 6507 

aagccctgca aagtaaactg gatggctttc ttgccgccaa ggatctgatg gcgcagggga 6567 

tcaagatcat gageggagaa ttaagggagt cacgttatga cccccgccga tgacgcggga 6627 

caagccgttt tacgtttgga actgacagaa ccgcaacgtt gaaggageca ctcagccgcg 6687 

ggtttctgga gtttaatgag ctaagcacat aegtcagaaa ecattattge gcgttcaaaa 6747 

gtcgcctaag gtcactatca gctagcaaat atttcttgtc aaaaatgetc cactgaegtt 6807 

ccataaattc ccctcggtat ccaattagag tctcatattc actctcaatc cagatctcga 6867 

ctctagtcga gggcccatgg gagcttggat tgaacaagat ggattgcacg caggttctcc 6927 

ggccgcttgg gtggagaggc tatteggcta tgactgggca caacagacaa tcggctgctc 6987 

tgatgccgcc gtgttccggc tgtcagegea ggggcgcccg gttctttttg tcaagaccga 7047 

cctgtccggt gecctgaatg aactgeagga egaggcageg eggctategt ggctggccac 7107 

gaegggegtt ccttgcgcag ctgtgctcga cgttgtcact gaagcgggaa gggactggct 7167 

gctattgggc gaagtgccgg ggcaggatct cctgtcatct caccttgctc ctgccgagaa 7227 

agtatccatc atggctgatg caatgeggeg getgeatacg ettgatcegg ctacctgccc 7287 

attcgaccac caagegaaac ategcatega gcgagcacgt acteggatgg aagceggtet 7347 

tgtcgatcag gatgatctgg acgaagagca tcaggggctc gcgccagccg aactgttcgc 7407 

caggctcaag gcgcgcatgc ccgacggcga ggatctcgtc gtgacccatg gcgatgcctg 7467 

ettgecgaat atcatggtgg aaaatggccg cttttctgga ttcatcgact gtggccggct 7527 

gggtgtggcg gaccgctatc aggacatagc gttggctacc cgtgatattg ctgaagagct 7587 

tggcggcgaa tgggctgacc gcttcctcgt getttaeggt atcgccgctc ccgattcgca 7647 

gcgcatcgcc ttctatcgcc ttcttgacga gttcttctga gcgggaccca agctagcttc 7707 

gacggatccc ccgatgagct aagctagcta tatcatcaat ttatgtatta cacataatat 7767 

cgcactcagt ctttcatcta cggcaatgta ccagctgata taatcagtta ttgaaatatt 7827 

tctgaattta aacttgeate aataaattta tgtttttgct tggactataa tacctgactt 7887 

gttattttat caataaatat ttaaactata tttctttcaa gatgggaatt aattcactgg 7947 

ccgtcgtttt acaaegtegt gactgggaaa accctggcgt tacccaactt aatcgccttg 8007 

cagcacatcc ccctttcgcc agctggcgta atagegaaga ggcccgcacc gatcgccctt 8067 

cccaacagtt gcgcagcctg aatggcgccc gctcctttcg ctttcttccc ttcctttctc 8127 

gccacgttcg ccggctttcc ccgtcaagct etaaateggg ggctcccttt agggttccga 8187 

tttagtgctt tacggcacct cgaccccaaa aaacttgatt tgggtgatgg ttcacgtagt 8247 

gggccatcgc cctgatagac ggtttttcgc ectttgaegt tggagtccac gttctttaat 8307 

agtggactct tgttccaaac tggaacaaca ctcaacccta tetegggcta ttcttttgat 8367 

ttataaggga ttttgecgat tteggaacca ccatcaaaca ggattttege ctgctggggc 8427 

aaaccagcgt ggaccgcttg ctgcaactct ctcagggcca ggcggtgaag ggcaatcagc 8487 

tgttgcccgt ctcactggtg aaaagaaaaa ccaccccagt acattaaaaa cgtccgcaat 8547 
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gtgttattaa 
agccaacagc 
tcagtccggg 
ccgatgctat 
ggagggtagc 
ctccctcgca 
gctgtcgatc 
aagctgagtg 
tgctcaccga 
cggctgatcg 
gagtcgcgag 
ccacgccagg 
agctactgga 
aggcacggga 
cgccaggccc 
cgccacgccc 
tagcagagcg 
gaccccgccc 
aagtgcgccg 
catcacgagc 
tcgctgttcg 
gtcctcctgt 
cacggcatct 
aacggacccg 
ctgcacgtcg 
tcctctgttt 
caagtgcgtc 
cccccagccg 
acccaggcgt 
tcgcgccact 
ttgagcgggt 
gacagcttgc 
acgatttcct 
cggaagcggt 
atcgccgtcg 
atcgaccagc 

ggggtgcgct 

agctcgacgc 
tgcagcgcct 
tcgtttggca 
atttccttga 
tgttttgcca 
tcgatggtca 
acggcggccg 
ttggccgtag 
atgacggtgc 
tcttgcctgt 
ccgactcacg 



gttgtctaag 
tccccgaccg 
acggcgtcag 
tcggaagaac 
atgttgattg 
gagatccgaa 
ttgagaacta 
gcgctatttc 
atggtacagg 
accccagatc 
atcccccgga 
ccgagaacat 
acgagcagaa 
ggttgccact 
gctgcgacgc 
gcagttccgc 
gcagagatga 
ggcaggcggt 
aggatgaaga 
aataaacccg 
ggctccacga 
ttgaagaccg 
cgcaaccgtt 
aacatctctg 
gccgctccaa 
atcggcagtt 
gagcagtgcc 
gaactgaccc 
gttccaccag 
tcttcacgcg 
acggctcccg 
ggtacttctc 
cgtcgatcag 
gcagcagcga 
cctgtaggcg 
ccaggtcctg 
tcgcgtactc 
cggtgtaggt 
cgcgcgggat 
tcgctcgcat 
tctgctgctt 
ggtcctcgcc 
tcgacttcgc 
atggcgcggg 
cttgctggac 
ggcttgcgat 
atgccttccg 

ccggggcaat 



cgtcaatttg 
gcagctcggc 
cgggagagcc 
ggcaactaag 
taacgatgac 
ttatcagcct 
tgccgacata 
tttagaagtg 
tcggggaccc 
tggggctgag 
. accaaaggaa 
tggttcctgt 
gtcctccggc 
tgcgggtcag 
cgacaggatc 
aaatagcccc 
acacgaccat 
agaccgaaat 
tgcgcatcca 
ccggcaacgc 
aaacgccgga 
acagcccaat 
cagcgaacgc 
gagctttctt 
gccgtcgaat 
cgtagagcgc 
cgcttgttcc 
cacaaggccc 
gccgctgcct 

ggtggaatcc 

gtgcgagctg 
ccatatgaat 
gacctggcaa 
caccgattcc 
cgacaggcat 
gcaaagctcg 
caacacctgc 
gatcttcacg 
tttcttgttg 
cgtgtccggc 
cgtgtgtttc 

ggcggttttt 

caaacctgcc 
cagggcaggg 
catcgagccg 
ggtttcggca 
gtcaaacgtc 
gtgcccttat 
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tttacaccac 

acaaaatcac 

gttgtaaggc 

ctgccgggtt 

agagcgttgc 

tcttattcat 

ataggaaatc 

aacgttgacg 

gaagttccga 

aaagcccagt 

gtaggttaaa 

aggcatcggg 

cgccagttgc 

cacggttccg 

tagcgctgcg 

caggaccgcc 

cagcggctgc 

aaacaacaag 

ccagattccc 

ccgcagcagc 

cagatgcgcc 

gatctcgccg 

ctccatgggc 

cagggccgac 

ctgagcctta 

gccgtgcgtc 

tgaaatgcca 

tagcgtttgc 

cgcaactctt 

gatccgcaca 

aaatagtcga 

ttcgtgtagt 

cgggacgttt 

aggtgcccaa 
tcctcggcct 
tagaacgtga 
tgccacacca 
tccttgttga 
cgcgtggtga 
cacggcgcaa 
agcaacgcgg 
cgcttcttgg 
gcctcctgtt 
ggagccagtt 
acggactgga 
tcctcggcgg 
cgattcattc 
tcctgatttg 



aatatatcct 

cactcgatac 

ggcagacttt 

tgaaacacgg 

tgcctgtgat 

ttctcgctta 

gctggataaa 

atatcaactc 

ctgtcggcct 

aaggaaacaa 

cccgctccga 

attggcggat 

caggcggtaa 

aacgccatgg 

tttggtgtca 

atcaatcgta 

acagcgccta 

ctccagaata 

gttggaatct 

ataccggcga 

ttgtgagcgt 

tcgatgtagg 

tttttctcct 

aatcggatct 

atcacaattg 

ccgagcgata 

gtaaagcgct 

aatgcaccag 

cgcaggcttc 

tgaggcggaa 

acatccgtcg 

ggtcgccagc 

tcttgccacg 

cgcggtcgga 

tcgtgtaata 

aggtgatcgg 

gttcgtcatc 

c gtggaaaat 

acagggcaga 

tatcgaacaa 

cctgcttggc 

tcgtcatagt 

cgagacgacg 

gcacgctgtc 

aggtttcgcg 

aaaaccccgc 

accctccttg 

acccgcctgg 



gccaccagcc 
aggcagccca 
gctcatgtta 
atgatctcgc 
caaatatcat 
accgtgacag 
gccgctgagg 
ccctatccat 
gatgcatccc 
ctgtaggttc 
tcaggccgag 
caaacactaa 
aggtgagcag 
aaaccgcccc 
acaccaacag 

tc gggctacc 

ccgtcgccgc 
gcgaaatatt 
gtcggacgat 
cccctcggcc 
ccttggggcc 
cgccgaatgc 
cgtgctcgta 
cgcggaaatc 
tcaattttaa 
ctgagcgaag 
ggctgctgaa 
gtcatcattg 
gccgacctgc 
ggtttccagc 
ggccgtcggc 
aaacagcacg 
gtccaggacg 
cgtgaagccc 
ccggccattg 
ctcgccgata 
gtcggcccgc 
gaccttgttt 
gcgggccgtg 
ggaaagctgc 
ctcgctgacc 
tcctcgcgtg 
cgaacgctcc 
gcgctcgatc 
gggcgcacgc 
gtcgatcagt 
cgggattgcc 
tgccttggtg 



8607 
8667 
8727 
8787 
8847 
8907 
8967 
9027 
9087 
9147 
9207 
9267 
9327 
9387 
9447 
9507 
9567 
9627 
9687 
9747 
9807 
9867 
9927 
9987 
10047 
10107 
10167 
10227 
10287 
10347 
10407 
10467 
10527 
10587 
10647 
10707 
10767 
10827 
10887 
10947 
11007 
11067 
11127 
11187 
11247 
11307 
11367 
11427 
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tccagataat ccaccttatc ggcaatgaag tcggtcccgt agaccgtctg gccgtccttc 11487 

tcgtacttgg tattccgaat cttgccctgc acgaatacca gcgacccctt gcccaaatac 11547 

ttgccgtggg cctcggcctg agagccaaaa cacttgatgc ggaagaagtc ggtgcgctcc 11607 

tgcttgtcgc cggcatcgtt gcgccacatc taggtactaa aacaattcat ccagtaaaat 11667 

ataatatttt attttctccc aatcaggctt gatccccagt aagtcaaaaa atagctcgac 11727 

atactgttct tccccgatat cctccctgat cgaccggacg cagaaggcaa tgtcatacca 11787 

cttgtccgcc ctgccgcttc tcccaagatc aataaagcca cttactttgc catctttcac 11847 

aaagatgttg ctgtctccca ggtcgccgtg ggaaaagaca agttcctctt cgggcttttc 11907 

cgtctttaaa aaatcataca gctcgcgcgg atctttaaat ggagtgtctt cttcccagtt 11967 

ttcgcaatcc acatcggcca gatcgttatt cagtaagtaa tccaattcgg ctaagcggct 12 027 

gtctaagcta ttcgtatagg gacaatccga tatgtcgatg gagtgaaaga gcctgatgca 12087 

ctccgcatac agctcgataa tcttttcagg* gctttgttca tcttcatact cttccgagca 12147 

aaggacgcca tcggcctcac tcatgagcag attgctccag ccatcatgcc gttcaaagtg 12207 

caggaccttt ggaacaggca gctttccttc cagccatagc atcatgtcct tttcccgttc 12267 

cacatcatag gtggtccctt tataccggct gtccgtcatt tttaaatata ggttttcatt 12327 

ttctcccacc agcttatata ccttagcagg agacattcct tccgtatctt ttacgcagcg 12387 

gtatttttcg atcagttttt tcaattccgg tgatattctc attttagcca tttattattt 12447 

ccttcctctt ttctacagta tttaaagata ccccaagaag ctaattataa caagacgaac 12507 

tccaattcac tgttccttgc attctaaaac cttaaatacc agaaaacagc tttttcaaag 12567 

ttgttttcaa agttggcgta taacatagta tcgacggagc cgattttgaa accacaatta 12627 

tgggtgatgc tgccaactta ctgatttagt gtatgatggt gtttttgagg tgctccagtg 12687 

gcttctgtgt ctatcagctg tccctcctgt tcagctactg acggggtggt gcgtaacggc 12747 

aaaagcaccg ccggacatca gcgctatctc tgctctcact gccgtaaaac atggcaactg 12807 

cagttcactt acaccgcttc tcaacccggt acgcaccaga aaatcattga tatggccatg 12867 

aatggcgttg gatgccgggc aacagcccgc attatgggcg ttggcctcaa cacgatttta 12927 

cgtcacttaa aaaactcagg ccgcagtcgg taacctcgcg catacagccg ggcagtgacg 12987 

tcatcgtctg cgcggaaatg gacgaacagt ggggctatgt cggggctaaa tcgcgccagc 13047 

gctggctgtt ttacgcgtat gacagtctcc ggaagacggt tgttgcgcac gtattcggtg 13107 

aacgcactat ggcgacgctg gggcgtctta tgagcctgct gtcacccttt gacgtggtga 13167 

tatggatgac ggatggctgg ccgctgtatg aatcccgcct gaagggaaag ctgcacgtaa 13227 

tcagcaagcg atatacgcag cgaattgagc ggcataacct gaatctgagg cagcacctgg 13287 

cacggctggg acggaagtcg ctgtcgttct caaaatcggt ggagctgcat gacaaagtca 13347 

tcgggcatta tctgaacata aaacactatc aataagttgg agtcattacc caattatgat 13407 

agaatttaca agctataagg ttattgtcct gggtttcaag cattagtcca tgcaagtttt 13467 

tatgctttgc ccattsctata gatatattga taagcgcgct gcctatgcct tgccccctga 13527 

aatccttaca tacggcgata tcttctatat aaaagatata ttatcttatc agtattgtca 13587 

atatattcaa ggcaatctgc ctcctcatcc tcttcatcct cttcgtcttg gtagcttttt 13647 

aaatatggcg cttcatagag taattctgta aaggtccaat tctcgttttc atacctcggt 13707 

ataatcttac ctatcacctc aaatggttcg ctgggtttat cgcacccccg aacacgagca 13767 

cggcacccgc gaccactatg ccaagaatgc ccaaggtaaa aattgccggc cccgccatga 13827 

agtccgtgaa tgccccgacg gccgaagtga agggcaggcc gccacccagg ccgccgccct 13887 

cactgcccgg cacctggtcg ctgaatgtcg atgccagcac ctgcggcacg tcaatgcttc 13947 

cgggcgtcgc gctcgggctg atcgcccatc ccgttactgc cccgatcccg gcaatggcaa 14007 

ggactgccag cgctgccatt tttggggtga ggccgttcgc ggccgagggg cgcagcccct 14067 

ggggggatgg gaggcccgcg ttagcgggcc gggagggttc gagaaggggg ggcacccccc 14127 

ttcggcgtgc gcggtcacgc gcacagggcg cagccctggt taaaaacaag gtttataaat 14187 

attggtttaa aagcaggtta aaagacaggt tagcggtggc cgaaaaacgg gcggaaaccc 14247 

ttgcaaatgc tggattttct gcctgtggac agcccctcaa atgtcaatag gtgcgcccct 14307 



BASF Plant Science GmbH 



20011000 



PF 54409 DE 



catctgtcag cactctgccc ctcaagtgtc 
gcgcccctca agtgtcaata ccgcagggca 
gggaaactcg cgtaaaatca ggcgttttcg 
gccggccgaa atcgagcctg cccctcatct 
caagtgtcaa cgtccgcccc tcatctgtca 
caacgccggc ggccgcggtg tctcgcacac 
gggccataga cggccgccag cccagcggcg 
gcgctcggtc ttgccttgct cgtcggtgat 
cttgatggag cgcatgggga cgtgcttggc 
gctaaaaaag tcatggctct gccctcgggc 
cgtcctgctt ctcttcgatc ttcgccagca 
ccgtgcgcgg gtcgtcggtg agccagagtt 
cattgatgcg ggccagctcg cggacgtgct 
cctggccgac ggccagcagg taggccgaca 
caatcgctct tcgttcgtct ggaaggcagt 
ttggcttggt ttcatcagcc atccgcttgc 
agcctcgcag agcaggattc ccgttgagca 
aggaacaccc gctcgcgggt gggcctactt 
tacaccaagg aaagtctaca cgaacccttt 
atggatatac cgaaaaaatc gctataatga 
gccacgcttc ccgaagggag aaaggcggac 
ggagagcgca cgagggagct tccaggggga 
tttcgccacc tctgacttga gcgtcgattt 
tggaaaaacg ccagcaacgc ggccttttta 
cacatgttct ttcctgcgtt atcccctgat 
tgagctgata ccgctcgccg cagccgaacg 
gcggaagagc gccagaaggc cgccagagag 
gggcagggca tgaaaaagcc cgtagcgggc 
ggaggggatg ttgtctacat ggctctgctg 
ctgatcaatc gtcacccttt. ctcggtcctt 
ccaatccatc gacaatcacc gcgagtccct 
cgaaggcgtc tatcgcggcc cgcaacagcg 
cgcgctcgcc ggcatcgctg tcgccggcct 
agctgattgt catcagcgca ttgacggcgt 
agcgaagctg cgcgtcggcc gtttccatct 
tgcgcgcgcc atcgcggtag gcgagcagcg 
gaaatgagcg ccagtcgtcg tcggctctcg 
tggcttcggc cagtgcgtcg agcagcgccc 
gctgctgaac ccccaaccgt tccgccagtt 
cgttcaacag gtccagggcg gcacggatca 
acactttatc actgataaac ataatatgtc 
cgttcaatcg gaccagcgga ggctggtccg 
gatcgtaatt ctgagcactg tcgcgctcga 
gctgccgggc ctcctgcgcg atctggttca 
tctgctggcg ctgtatgcgt tggtgcaatt 
ggatcgtttc gggcggcggc caatcttgct 
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aaggatcgcg 


cccctcatct 


gtcagtagtc 


14367 


cttatcccca 


ggcttgtcca 


catcatctgt 


14427 


ccgatttgcg 


aggctggcca 


gctccacgtc 


14487 


gtcaacgccg 


cgccgggtga 


gtcggcccct 


14547 


gtgagggcca 


agttttccgc 


gaggtatcca 


14607 


ggcttcgacg 


gcgtttctgg 


cgcgtttgca 


14667 


agggcaacca 


gcccggtgag 


cgtcgcaaag 


14727 


gtacttcacc 


agctccgcga 


agtcgctctt 


14787 


aatcacgcgc 


accccccggc 


cgttttagcg 


14847 


ggaccacgcc 


catcatgacc 


ttgccaagct 


14907 


gggcgaggat 


cgtggcatca 


ccgaaccgcg 


14967 


tcagcaggcc 


gcccaggcgg 


cccaggtcgc 


15027 


catagtccac 


gacgcccgtg 


attttgtagc 


15087 


ggctcatgcc 


ggccgccgcc 


gccttttcct 


15147 


acaccttgat 


aggtgggctg 


cccttcctgg 


15207 


cctcatctgt 


tacgccggcg 


gtagccggcc 


15267 


ccgccaggtg 


cgaataaggg 


acagtgaaga 


15327 


cacctatcct 


gcccggctga 


cgccgttgga 


15387 


ggcaaaatcc 


tgtatatcgt 


gcgaaaaagg 


15447 


ccccgaagca 


gggttatgca 


gcggaaaagc 


15507 


aggtatccgg 


taagcggcag 


ggtcggaaca 


15567 


aacgcctggt 


atctttatag 


tcctgtcggg 


15627 


ttgtgatgct 


cgtcaggggg 


gcggagccta 


15687 


cggttcctgg 


ccttttgctg 


gccttttgct 


15747 


tctgtggata 


accgtattac 


cgcctttgag 


15807 


accgagcgca 


gcgagtcagt 


gagcgaggaa 


15867 


gccgagcgcg 


gccgtgaggc 


ttggacgcta 


15927 


tgctacgggc 


gtctgacgcg 


gtggaaaggg 


15987 


tagtgagtgg 


gttgcgctcc 


ggcagcggtc 


16047 


caacgttcct 


gacaacgagc 


ctccttttcg 


16107 


gctcgaacgc 


tgcgtccgga 


ccggcttcgt 


16167 


gcgagagcgg 


agcctgttca 


acggtgccgc 


16227 


gctcctcaag 


cacggcccca 


acagtgaagt 


16287 


ccccggccga 


aaaacccgcc 


tcgcagagga 


16347 


gcggtgcgcc 


cggtcgcgtg 


ccggcatgga 


16407 


cctgcctgaa 


gctgcgggca 


ttcccgatca 


16467 


gcaccgaatg 


cgtatgattc 


tccgccagca 


16527 


gcttgttcct 


gaagtgccag 


taaagcgccg 


16587 


tgcgtgtcgt 


cagaccgtct 


acgccgacct 


16647 


ctgtattcgg 


ctgcaacttt 


gtcatgcttg 


16707 


caccaactta 


tcagtgataa 


agaatccgcg 


16767 


gaggccagac 


gtgaaaccca 


acatacccct 


16827 


cgctgtcggc 


atcggcctga 


ttatgccggt 


16887 


ctcgaacgac 


gtcaccgccc 


actatggcat 


16947 


tgcctgcgca 


cctgtgctgg 


gcgcgctgtc 


17007 


cgtctcgctg 


gccggcgcca 


gate 


17061 



BASF Plant Science GmbH 



20011000 



PF 54409 DE 



132 

<210> 72 

<211> 290 
<212> PRT 

<213> Phaeodactylum tricornutum, Physcomitrella patens, Caenorhabditis 
elegans 

<400> 72 

Met Glu Val Val Glu Arg Phe Tyr Gly Glu Leu Asp Gly Lys Val Ser 

1 5 io 15 

Gin Gly Val Asn Ala Leu Leu Gly Ser Phe Gly Val Glu Leu Thr Asp 

20 25 30 

Thr Pro Thr Thr Lys Gly Leu Pro Leu Val Asp Ser Pro Thr Pro lie 

35 40 45 

Val Leu Gly Val Ser Val Tyr Leu Thr lie Val lie Gly Gly Leu Leu 

50 55 60 

Trp He Lys Ala Arg Asp Leu Lys Pro Arg Ala Ser Glu Pro Phe Leu 
65 70 75 80 

Leu Gin Ala Leu Val Leu Val His Asn Leu Phe Cys Phe Ala Leu Ser 

85 90 95 

Leu Tyr Met Cys Val Gly He Ala Tyr Gin Ala He Thr Trp Arg Tyr 

100 105 no 

Ser Leu Trp Gly Asn Ala Tyr Asn Pro Lys His Lys Glu Met Ala He 

115 120 125 

Leu Val Tyr Leu Phe Tyr Met Ser Lys Tyr Val Glu Phe Met Asp Thr 

130 135 140 

Val He Met He Leu Lys Arg Ser Thr Arg Gin He Ser Phe Leu His 
145 150 155 160 

Val Tyr His His Ser Ser He Ser Leu. He Trp Trp Ala He Ala His 

165 170 175 

His Ala Pro Gly Gly Glu Ala Tyr Trp Ser Ala Ala Leu Asn Ser Gly 

180 185 190 

Val His Val Leu Met Tyr Ala Tyr Tyr Phe Leu Ala Ala Cys Leu Arg 

195 200 205 

Ser Ser Pro Lys Leu Lys Asn Lys Tyr Leu Phe Trp Gly Arg Tyr Leu 

210 215 220 

Thr Gin Phe Gin Met Phe Gin Phe Met Leu Asn Leu Val Gin Ala Tyr 
225 230 235 240 

Tyr Asp Met Lys Thr Asn Ala Pro Tyr Pro Gin Trp Leu He Lys He 

245 250 255 

Leu Phe Tyr Tyr Met He Ser Leu Leu Phe Leu Phe Gly Asn Phe Tyr 

260 265 270 

Val Gin Lys Tyr He Lys Pro Ser Asp Gly Lys Gin Lys Gly Ala Lys 
275 280 285 

Thr Glu 
290 
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<210> 73 

<211> 282 
<212> PRT 

<213> Phaeodactylum tricornutum, Physcomitrella patens, Caenorhabditis 
elegans 

<400> 73 

Met Glu Asn Phe Trp Ser lie Val Val Phe Phe Leu Leu Ser lie Leu 

15 io is 

Phe lie Leu Tyr Asn He Ser Thr Val Cys His Tyr Tyr Met Arg He 

20 25 30 

Ser Phe Tyr Tyr Phe Thr He Leu Leu His Gly Met Glu Val Cys Val 

35 40 45 

Thr Met He Pro Ser Trp Leu Asn Gly Lys Gly Ala Asp Tyr Val Phe 

50 55 60 

His Ser Phe Phe Tyr Trp Cys Lys Trp Thr Gly Val His Thr Thr Val 
65 70 75 80 

Tyr Gly Tyr Glu Lys Thr Gin Val Glu Gly Pro Ala Val Val He Cys 

85 90 95 

Asn His Gin Ser Ser Leu Asp He Leu Ser Met Ala Ser He Trp Pro 

100 105 no 

Lys Asn Cys Val Val Met Met Lys Arg He Leu Ala Tyr Val Pro Phe 



Asn Arg Glu Arg Ala Met Ala Ser Val Asp Tyr Cys Ala Ser Glu Met 
145 150 155 160 

Lys Asn Arg Asn Leu Lys Leu Trp Val Phe Pro Glu Gly Thr Arg Asn 

165 170 175 

Arg Glu Gly Gly Phe He Pro Phe Lys Lys Gly Ala Phe Asn He Ala 

180 185 190 

Val Arg Ala Gin He Pro He He Pro Val Val Phe Ser Asp Tyr Arg 

195 200 205 

Asp Phe Tyr Ser Lys Pro Gly Arg Tyr Phe Lys Asn Asp Gly Glu Val 

210 215 220 

Val He Arg Val Leu Asp Ala He Pro Thr Lys Gly Leu Thr Leu Asp 
225 230 235 240 

Asp Val Ser Glu Leu Ser Asp Met Cys Arg Asp Val Met Leu Ala Ala 

245 250 255 

Tyr Lys Glu Val Thr Leu Glu Ala Gin Gin Arg Asn Ala Thr Arg Arg 

260 265 270 

Gly Glu Thr Lys Asp Gly Lys Lys Ser Glu 



115 120 
Phe Asn Leu Gly Ala Tyr Phe Ser Asn Thr 
130 135 



125 

He Phe He 



140 



Asp Arg Tyr 



275 



280 



<210> 74 
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<211> 477 
<212> PRT 

<213> Phaeodactylum tricornutum, Physcomitrella patens, Caenorhabditis 
elegans 



<400> 74 



Met Gly Lys Gly Gly Asp Ala Arg Ala Ser Lys Gly Ser Thr Ala Ala 

15 10 15 

Arg Lys lie Ser Trp Gin Glu Val Lys Thr His Ala Ser Pro Glu Asp 

20 25 30 

Ala Trp He He His Ser Asn Lys Val Tyr Asp Val Ser Asn Trp His 

35 40 45 

Glu His Pro Gly Gly Ala Val He Phe Thr His Ala Gly Asp Asp Met 

50 55 60 

Thr Asp He Phe Ala Ala Phe His Ala Pro Gly Ser Gin Ser Leu Met 
65 70 75 80 

Lys Lys Phe Tyr He Gly Glu Leu Leu Pro Glu Thr Thr Gly Lys Glu 

85 90 95 

Pro Gin Gin He Ala Phe Glu Lys Gly Tyr Arg Asp Leu Arg Ser Lys 

100 105 110 

Leu He Met Met Gly Met Phe Lys Ser Asn Lys Trp Phe Tyr Val Tyr 

115 120 125 

Lys Cys Leu Ser Asn Met Ala He Trp Ala Ala Ala Cys Ala Leu Val 

130 135 140 

Phe Tyr Ser Asp Arg Phe Trp Val His Leu Ala Ser Ala Val Met Leu 
145 150 155 160 

Gly Thr Phe Phe Gin Gin Ser Gly Trp Leu Ala His Asp Phe Leu His 

165 170 175 

His Gin Val Phe Thr Lys Arg Lys His Gly Asp Leu Gly Gly Leu Phe 

180 185 190 

Trp Gly Asn Leu Met Gin Gly Tyr Ser Val Gin Trp Trp Lys Asn Lys 

195 200 205 

His Asn Gly His His Ala Val Pro Asn Leu His Cys Ser Ser Ala Val 

210 215 220 

Ala Gin Asp Gly Asp Pro Asp He Asp Thr Met Pro Leu Leu Ala Trp 
225 230 235 240 

Ser Val Gin Gin Ala Gin Ser Tyr Arg Glu Leu Gin Ala Asp Gly Lys 

245 250 255 

Asp Ser Gly Leu Val Lys Phe Met He Arg Asn Gin Ser Tyr Phe Tyr 

260 265 270 

Phe Pro He Leu Leu Leu Ala Arg Leu Ser Trp Leu Asn Glu Ser Phe 

275 280 285 

Lys Cys Ala Phe Gly Leu Gly Ala Ala Ser Glu Asn Ala Ala Leu Glu 

290 295 300 

Leu Lys Ala Lys Gly Leu Gin Tyr Pro Leu Leu Glu Lys Ala Gly He 
305 310 315 320 

Leu Leu His Tyr Ala Trp Met Leu Thr Val Ser Ser Gly Phe Gly Arg 
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325 330 335 

Phe Ser Phe Ala Tyr Thr Ala Phe Tyr Phe Leu Thr Ala Thr Ala Ser 

340 345 350 

Cys Gly Phe Leu Leu Ala lie Val Phe Gly Leu Gly His Asn Gly Met 

355 360 365 

Ala Thr Tyr Asn Ala Asp Ala Arg Pro Asp Phe Trp Lys Leu Gin Val 

370 375 380 

Thr Thr Thr Arg Asn Val Thr Gly Gly His Gly Phe Pro Gin Ala Phe 
385 390 395 400 

Val Asp Trp Phe Cys Gly Gly Leu Gin Tyr Gin Val Asp His His Leu 

405 410 415 

Phe Pro Ser Leu Pro Arg His Asn Leu Ala Lys Thr His Ala Leu Val 

420 425 430 

Glu Ser Phe Cys Lys Glu Trp Gly Val Gin Tyr His Glu Ala Asp Leu 

435 440 445 

Val Asp Gly Thr Met Glu Val Leu His His Leu Gly Ser Val Ala Gly 

450 455 460 

Glu Phe Val Val Asp Phe Val Arg Asp Gly Pro Ala Met 
465 470 475 



